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RESUMEN

En este trabajo presentamos la caracterizacion de las distribuciones
probabilisticas de afinidad termodinamica (7;(K))) y de sitio (n(k)), de receptores
multivalentes que presentan interacciones positivas entre sus sitios activos. En
particular se presenta el calculo de dichas distribuciones para el caso de la
hemoglobina en su interaccion con Oz y CO. La importancia de las distribuciones
termodinamicas radica en que pueden relacionarse directamente con cantidades
medibles experimentalmente, y representan distribuciones de afinidad por paso
de fijacion. Nuestros resultados muestran que las interacciones positivas
generan tanto distribuciones estequiométricas como de sitio con patrones
complejos y multimodales, muy distintos de los observados en ausencia de
interacciones.

Estas distribuciones parecen indicar la generacién de heterogeneidad durante la
saturacion, como resultado de la cooperatividad positiva inducida durante el
proceso de fijacion de ligandos. Las distribuciones de afinidad predichas por los
modelos MWC y KNF fueron también analizadas, y en ambos casos se obtuvo el
mismo patron multimodal. ElI analisis de las distribuciones termodinamicas
construidas directamente a partir de datos experimentales de fijacién del O, a la
hemoglobina, sugiere que estas distribuciones complejas pueden relacionarse
con las funciones fisiolégicas de captura, transporte y liberacion de ligandos

gaseosos por esta proteina alostérica.



INTRODUCCION

Las interacciones ligando-receptor constituyen generalmente el primer
paso en el proceso de sefalizacion intracelular para producir una gran variedad
de respuestas biologicas. Estas interacciones constituyen un mecanismo
universal de comunicacién en los sistemas biologicos, y es por esta razén que
se han dedicado esfuerzos considerables a la caracterizacion de las
interacciones en las que, ligandos y receptores se encuentran en equilibrio
termodinamico.

Es un hecho establecido, que para profundizar en el entendimiento de las
interacciones multimoleculares, es necesario examinar y correlacionar las
caracteristicas termodinamicas con los detalles estructurales y cinéticos. A pesar
de que las estructuras tridimensionales de proteinas y acidos nucleicos sin duda
alguna nos proveen de informacion critica sobre la arquitectura molecular, estos
datos no aportan informacioén acerca de la estabilidad de la molécula, o de las
propiedades o caracteristicas energéticas de sus interacciones; esto ultimo,
puede determinarse unicamente a través de estudios termodinamicos.

En el nivel fundamental, la termodinamica describe cuantitativamente las
transformaciones de energia de un estado a otro. Los estudios termodinamicos
nos permiten la medicion de cambios en parametros tales como la energia libre,
la entalpia, y la entropia, que ocurren en los procesos al equilibrio en los
organismos. Los cambios medidos en los parametros termodinamicos, pueden
entonces utilizarse para entender mejor las interacciones moleculares que
regulan diferentes procesos vitales en los organismos. Desde el punto de vista
practico, los estudios termodinamicos en los sistemas bioldégicos tiene que ver
con dos aspectos fundamentales: la estabilidad de una macromolécula
particular, lo cual involucra una descripcion del equilibrio entre los estados
naturalizado y desnaturalizado; y la unién de una molécula a otra, en donde el

equilibrio se establece entre las formas libre y ligada de la molécula.



El ejemplo mas simple de la interaccion reversible de una proteina con un
receptor, o bien de una proteina con otra, para formar un complejo puede
expresarse de la siguiente forma general:

R+FSRF [1]

Donde R representa a la molécula receptora y F al ligando libre.

En general, en este punto se recurre a la ley de accion de masas (Guldberg &
Waage, 1867; Raffa, 2001), para definir el concepto de constante de equilibrio,
que esta dado por la razén que involucra las concentraciones de reactantes y
productos. En este caso se trata de una aproximacién basada en un modelo en
el cual los reactantes estan presentes a bajas concentraciones, y estan libres en
solucién, mientras que la mayoria de los receptores estan circunscritos a
membranas u otras estructuras. Debido a esto, no es posible predecir a priori
con exactitud la velocidad a la cual ocurren la mayoria de las reacciones
bioquimicas, por lo que resulta mas apropiado utilizar principios termodinamicos
tales como el de la conservacion de la energia, que nos indica simplemente si
una reaccion puede o no proceder espontaneamente.

El cambio en la energia libre (4G) para la reaccién en la direccion indicada, esta

dada por:

AG = AG” + ern[[R—ﬂ—J , [2]

[RIF]
donde AG° representa la energia libre estandar, los paréntesis representan las
concentraciones respectivas de receptor y ligando libre, asi como del complejo
formado durante la reacciéon, R=1.99 calmol'K™' (=837 Jmol'K") y T es la
temperatura absoluta en Kelvin (K= 1€+273.15).
El punto de partida para la caracterizacion termodinamica de casi cualquier
interaccion biologica es la determinacion del AG. Una reaccion puede proceder

espontaneamente solo cuando el 4G en esa direccién es negativo.

" Esta notaciodn sera utilizada a lo largo de esta tesis, con la intencién de ser
consistentes con la nomenclatura usada en el articulo Hernandez & José, 2003.



La mayoria de las interacciones ligando-receptor se estudian al equilibrio.

En este caso, 4G=0, por lo que la ecuacion [2] puede rescribirse como:

AG® = —RTln[[R—F]]. 3]

[R]F]
La razén que involucra las concentraciones de reactantes y productos es
equivalente a la constante de equilibrio K,
<)
por lo que
AG® =—RTIn(K). [5]
Como puede observarse, el valor cualitativo y cuantitativo de la constante de

asociacion se deriva de las leyes universales de la termodinamica

La ecuacion [1] indica que la mezcla al equilibrio contiene tanto a la
molécula receptora libre (R), al ligando libre (F), como al complejo que se haya
formado (RF). Intuitivamente, el valor de K es una medida de la afinidad o bien
de la fuerza de la interaccion entre R y F, de tal manera que mientras mas
grande sea el valor de K mas fuerte sera la asociacién del complejo.

El valor de K puede determinarse de diferentes maneras. A través de la
ecuacion [4], puede notarse que métodos que midan las concentraciones de las
especies de ligando libre y unido son Utiles para evaluar K. Estos métodos se
basan generalmente en 3 principios: separacion fisica de la muestra;
estimaciones espectroscépicas de las concentraciones relativas y manipulacion
del equilibrio para provocar condiciones bajo las cuales las concentraciones de
los componentes sean conocidas (ej. T=Tm, pH).

En un experimento de fijacion de ligandos a receptores, usualmente el
experimentador conoce las concentraciones iniciales de receptor [R],, Yy ligando

libre [F].... Cuando las soluciones se mezclan y alcanzan el equilibrio, se tiene:

[Rlioe = [RIF[RF] Y [Flio=[FI+[RF] [6]



Si [R]..: se mantiene constante, y I es administrado a la mezcla que contiene la
macromolecula receptora, la probabilidad de que una molécula de ligando se
una al receptor aumenta de tal manera que la proporcién de [R]tot que se
transforma en [RF] aumenta. Eventualmente, toda [R]ror se encontrara como [RF]
y [F] libre sera cero. Esto se conoce como saturacion, y se representa por el
parametro r . Este parametro representa el numero promedio de moléculas de

ligando unidas a un receptor y estequiometricamente se define como:

& oo vl

Para un receptor con multiples sitios activos (v>1), la ecuacion [1], es una
representaciéon demasiado simplista. Para empezar, la fijacion del ligando
ocurre, en la mayoria de los casos, en pasos sucesivos, cada uno de los cuales
con su propia constante de equilibrio. Ademas, es necesario apreciar que para
un receptor multivalente (v>1), debe distinguirse entre dos tipos diferentes de
constantes de equilibrio (Klotz, 1997; Klotz, 2001), las cuales se designan
generalmente como estequiométricas y de sitio respectivamente. Comunmente,
estos dos tipos de constantes de equilibrio, son también llamadas constantes
macroscopicas y microscopicas respectivamente. Sin embargo, esta designacién
no es estrictamente apropiada, puesto que los valores numéricos para ambas se
expresan en unidades microscopicas de molaridad.

Tan pronto como cambiamos de un receptor univalente a especies moleculares
que pueden fijar dos o mas moles de ligando, aparecen ambigliedades con
respecto a qué transformaciones moleculares hacen referencia las constantes
de equilibrio. Examinando el caso mas simple de estas situaciones, esto es, un
receptor (R) con 2 sitios activos idénticos e independientes, se tiene que desde
la perspectiva estequiomeétrica (figura 1a), la unién del primer (mol) de ligando

esta dada por:



R+F=RF1;K,=m (8]

(RXF)

Mientras que para la unién del segundo ligando:

RF, +F = RFy;; K, =iy 9]

Para la formulacién de las constantes de sitio, por su parte, en el caso de que
cada sitio tenga una afinidad fija e invariable, es decir, independiente de la unién
del ligando al otro sitio activo, designaremos las constantes de equilibrio de los
sitios individuales como k; y k, respectivamente, y los correspondientes

equilibrios para los sitios de acuerdo con el esquema de la figura 1b como

sigue:
(,RF)
R+ F=RF;k, = *~—=% 10
+ 1 | (RXF) [ ]
(I ZRFZ)
R+ F=,RF,;k, = —— [11]
| (, RFXF)
o bien, considerando que se trata de un proceso secuencial:
(,RF)
R+ F=,RF;k, = 12
YR i
, RF.
,RF + F=,RF;k, =———~—('~-' ) [13]
: (,RFXF)

Donde los subindices a la izquierda de R identifican los sitios que estan

ocupados (figura 1b).



Figura 1. Constantes de afinidad estequiométricas (a) y termodinamicas (b), para un receptor
dimérico con sitios independientes. R representa el receptor, F al ligando, los circulos abiertos
representan sitios libres, y los obscuros los unidos al ligando.

Ahora bien, si la afinidad de los sitios cambia con el grado de ocupacién de la
macromolécula o receptor, entonces, la representacion de las constantes de
equilibrio de los sitios se vuelve mas compleja, a pesar de que aquellas que
describen el equilibrio estequiométrico permanecen sin cambio (figs. 1a y 2a).
Cuando los sitios no son independientes, se tienen 4 diferentes constantes de

equilibrio para la descripcion sitio-especifica (Fig. 2b):

k= % . [14]
ky = ((Ri‘; % [15]

2= ((%;F)) . [16]
b= ) a



El orden de los indices para k; > y k>, especifica en primer lugar, el sitio que ya
se encontraba ocupado antes de la union del segundo sitio que denota el
correspondiente equilibrio. Cuando la afinidad varia con el grado de ocupacién

del receptor, entonces

kﬁtkzl ] [1 8]
asi mismo,
kotk) . [19]

Figura 2. Constantes de afinidad estequiométricas (a) y termodinamicas (b), para un receptor
dimérico cuyos sitios presentan interacciones. Las respectivas constantes de afinidad de sitio se
denominan k;, ko, k1.2, k21, de acuerdo con la secuencia de ocupacion de los sitios por el ligando.

Desde el punto de vista estequiométrico, la ecuacion que describe la
concentracion molar promedio de ligando unido (r), puede derivarse para un

receptor bivalente como (Klotz, 2001):



_ K,(F)+2KK,(F)
7 K,(F)+ KK, (F) 120]

Mediciones experimentales pueden ajustarse analiticamente a esta ecuacién
para obtener los valores de K,y K.

Para un receptor que es saturado por v moles de ligando, la formulacion
estequiomeétrica para r puede obtenerse al extender para v sitios la definicion de
las constantes de equilibrio estequiométricas en las ecuaciones [8] y [9], para

definir K3 K,...K, ...K,. De esta forma, por induccién,

L K,(L)+2K,K,(L)* +3K,K,K,(L)* +..+v(K,..K,)(L)"
T+ K,(L)+ K K, (L) + KK, K (L) +...+(K,..K,)(L)"

[21]

Debido a que esta ecuacion se deriva de principios termodinamicos
fenomenologicos independientes de las caracteristicas moleculares particulares
de cada sistema, es valida para todo receptor v-valente, independientemente de
la ausencia o presencia de interacciones entre los sitios activos, o bien la
naturaleza de dichas interacciones.

Las sucesivas constantes estequiométricas pueden evaluarse a través de la
utilizacion de procedimientos para ajustar la ecuacion [21] a datos
experimentales.

En un receptor multivalente, la existencia de interacciones entre sus sitios
activos se hace evidente al comparar los cambios en las K; en pasos sucesivos
de ligacién. Para un receptor divalente cooperativo, pueden observarse dos
diferentes tipos de comportamiento: K,<K; o bien, K>>K;.

La cooperatividad es, en el contexto termodinamico, el resultado de la
desviacion en el AG de ligacion, de aquella que se obtendria de los mismos
sitios, si se unieran al ligando de manera independiente. Antes de poder explicar
estas interacciones en términos energéticos, es necesario tomar en cuenta que
aun cuando todos los sitios presentan afinidades invariantes y sean

independientes entre si,

10



K:#K_?#Kﬁf... [22]

El hecho de que los valores numéricos de estas K;s no sean idénticos se hace
evidente al considerar un receptor divalente R. Cuando F se aproxima a R para
formar RF),, el ligando tiene dos sitios disponibles para su unién, mientras que
para la reaccién

RL;+LSRL,, [23]

solo queda un sitio disponible (Figs. 1 y 2). La probabilidad de formar RL;, a
partir de kK es mayor que aquella de formar RL,de RL,, por lo tanto K; debe ser
mayor que K, exclusivamente por este factor estadistico.

Una relacién general para determinar las relaciones entre valores de Ks
sucesivas para cualquier receptor v-valente, siempre y cuando sus sitios activos

sean idénticos e independientes, esta dada por la relacién (Klotz, 1997)

g =ttty [24]

] .

1

Esta relacion puede ser usada para comparar cuales de los valores sucesivos de
K, tiene una afinidad atenuada y cual incrementada en comparacion con un

receptor con sitios idénticos e independientes.

DISTRIBUCIONES DE AFINIDAD

Una gran cantidad de métodos han sido desarrollados para caracterizar
poblaciones heterogéneas de receptores en términos de distribuciones de
afinidad, que pueden obtenerse directamente de los datos de fijacion de ligandos
a receptores (Thakur, et al., 1980). La estrategia general, para caracterizar
sistemas heterogéneos de receptores, ha sido tradicionalmente, la de determinar
la funciéon de densidad de probabilidad de afinidades, la cual se obtiene a partir
de las isotermas de fijacion. Estas ultimas, representan distribuciones de

frecuencias acumuladas de la afinidad. Los métodos desarrollados hasta el

11



momento, tratan con distribuciones de la afinidad especifica de los sitios activos
(sad, por sus siglas en inglés), las cuales son funcién de la constante de afinidad
intrinseca ( k) (José & Larralde, 1982; José & José, 1998; Sciutto, et al., 1987;
Pauling, et al., 1944; Sips, 1948). Los valores de k, dependen directamente de la
secuencia especifica de aminoacidos de los sitios activos, y no pueden medirse
directamente. En este contexto, una reaccion compleja, puede describirse
asumiendo que existen diferentes tipos o clases de sitios activos independientes.

Cuantitativamente, un sistema como este, obedeceria una ecuacion de la forma:

m nkF
=rlF)= LG d 25
r=r(F) ZIHM [25]

en donde r representa, como en los casos anteriores, la razén de la
concentraciéon de ligando unido con respecto a la concentracion total de
receptor, n;, es el numero de sitios de la clase i, y k;, es la constante de afinidad
intrinseca para la iésima clase de receptor. El nimero total de sitios n, esta dado

por:
no=3n,. [26]

Si los valores de n;, se grafican como funcion del logaritmo de k, el
resultado es el espectro o distribucién discreta de afinidades de los sitios activos,
que puede utilizarse para caracterizar la reaccion. La ecuacion [1], representa el
modelo de Scatchard para una poblacion de sitios activos heterogéneos e
independientes (Scatchard, 1949).

La distribucién discreta, n,(k), puede reemplazarse por una continua, N(k), sin
pérdida de generalidad (Thakur, 1980; Hunston, 1975), puesto que el espectro
continuo puede estar compuesto de picos muy estrechos que simulan de

manera muy cercana al espectro discreto.
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De esta forma, para un sistema con sitios heterogéneos e independientes, las

ecuaciones [25] y [26] pueden reemplazarse por:

_iN(kkF
r_‘ﬂj i dk [27]
con
y= ?N(k)J(logk), [28]

-0

donde N(k) es la distribucion de afinidades de los sitios activos, la cual
desconocemos, v es la valencia del receptor, y F es la concentracion de ligando
libre. En esta forma, N¢k)d(log k)/v representa la probabilidad de que un sitio,
seleccionado al azar, tenga una afinidad entre log k y log k+d(log k) en una
molécula de receptor. En otras palabras, N(k) define el espectro de afinidades
como una funcién continua del log k.
Existen varios métodos dirigidos a encontrar soluciones exactas (Bowman &
Aladjem, 1963) o aproximadas a esta ecuacion integral, pero estas soluciones,
se basan en supuestos muy especificos (Fletcher, et al., 1970; Klotz & Hunston,
1975).
La transformada logaritmica de la isoterma de fijaciéon, resulta ser lineal solo
para poblaciones homogéneas de receptores, y cuya distribucion de afinidades
resulta ser normal, o por lo menos simétrica. Para casos asimétricos, como es el
caso de la hemoglobina, y otras moléculas que presentan interacciones entre
sus sitios activos, esta transformada se vuelve no lineal tanto a bajas como a
altas concentraciones de ligando libre (Hill, 1910). En estos casos, la reaccién
de union del ligando, puede caracterizarse también al evaluar N(k). La ventaja,
es que de esta manera no es necesario suponer un valor especifico para v.

A pesar de que en la practica, no es posible utilizar una solucién exacta
para N(k), existen varias técnicas de aproximacion numéricas disponibles
(Thakur, et al., 1980; Hunston, 1975). Recientemente se ha desarrollado un

enfoque estadistico para caracterizar las distribuciones de afinidad
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estequiométricas (SAD) de poblaciones heterogéneas de receptores (José &
José, 1998; José & José, 2001). Estas distribuciones termodinamicas son
densidades marginales, que pueden ser usadas para descomponer el proceso
de fijacion de ligandos en distribuciones de afinidad que corresponden a la
formacion secuencial de complejos de receptor-ligando con uno, dos o v sitios
ocupados. La importancia de estas distribuciones es que pueden relacionarse
con cantidades medidas experimentalmente, y representan distribuciones de
afinidad para cada paso de fijaciéon. Mas aun, estas distribuciones pueden
aplicarse tanto a casos donde existen interacciones positivas o negativas entre
los sitios, o bien en ausencia de dichas interacciones, cuando los sitios son
independientes.

La hemoglobina ha sido extensamente estudiada como un prototipo clasico de
ensambles moleculares que sufren un cambio conformacional y funcional como
respuesta a la fijacion de diversos ligandos (Perutz, 1970; Perutz, 1989). En la
hemoglobina, como en muchas proteinas alostéricas, el analisis directo de los
datos experimentales, se complica por las interacciones que se generan entre
los sitios durante el proceso de saturacién. La naturaleza altamente cooperativa
de la isoterma de fijacion del Oz a la hemoglobina, suprime las contribuciones
de las especies moleculares en estados intermedios de ligacion, haciendo que
sea muy dificil, discriminar entre los diferentes modelos de cooperatividad
(Koshland, et al., 1966; Monod, et al., 1965; Di Cera, 1995). Como se menciond
anteriormente, la curva sigmoide de fijacion del O, a la hemoglobina, es
consistente con diferentes modelos de cooperatividad (Koshland, et al., 1966).
Puesto que la hemoglobina opera in vivo esencialmente como un sistema
termodinamico en equilibrio, el problema de delinear las relaciones entre su
estructura y su funcién, resulta en aquella de establecer relaciones entre
cambios en las propiedades termodinamicas y estructurales que acompanan el
ciclo funcional de oxigenacién y desoxigenacion de la molécula.

Por esta razén, el objetivo de este trabajo es obtener las sads y SADs para la
re‘accién de la hemoglobina con CO y O, utilizando para ello un método de

aproximacion por diferencias finitas (Hunston, 1975; Ninomiya & Ferry, 1959;

14



Ferry, 1970), que se ha demostrado, resulta Gtil para distribuciones con formas
arbitrarias (Thakur, et al., 1980), como aquellas que resultan de reacciones que
involucran interacciones entre sitios activos.

A pesar de que nos enfocamos en el caso particular de la hemoglobina, este es
un meétodo general, que puede ser utilizado para analizar sistemas de
interaccion entre ligandos y receptores multivalentes que presenten
interacciones positivas o negativas, o bien, cuando dichos receptores posean

sitios independientes.

LA HEMOGLOBINA: el paradigma alostérico

Las proteinas alostéricas controlan y coordinan una gran cantidad de
eventos quimicos en la célula viva. La induccidon de cambios conformacionales
especificos, inducidos por la fijacion de ligandos a receptores, es un fenomeno
clave que permite el desarrollo de la vida. Cuando Monod concibi6 la idea del
alosterismo, dijo que habia descubierto el segundo secreto de la vida. El primero
era la estructura del DNA.
La teoria, tal como fue publicada por Monod, Changeux y Jacob, (Monod, et al.,
1963), trataba principalmente sobre la cooperatividad y la inhibiciéon por producto
de algunas enzimas. Dos afios mas tarde, la teoria alostérica fue formalizada por
Monod, Wyman y Changeux, y es referida simplemente como MWC (Monod, et
al., 1965).
Nuestra exploracion de la estructura y funcién de la hemoglobina (Hb) continta
con la discusién tedrica sobre la regulacidén de la unién de ligandos a proteinas a
través de interacciones alostéricas (del griego allos, otro y stereos, sélido o
espacio). Estas interacciones cooperativas ocurren cuando la unién de un
ligando a un sitio especifico es influenciada o modificada por la uniéon de otro
ligando, denominado efector o modulador, a un sitio diferente (alostérico) en la
misma proteina. Si los ligandos son idénticos, estas interacciones se denominan
homotrépicas, mientras que si los ligandos son diferentes se denominan

heterotropicas. Estos efectos se clasifican ademas, en positivos o negativos,
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dependiendo de si aumentan o disminuyen la afinidad de la proteina por el

ligando.

La hemoglobina transporta el O, de los pulmones, agallas y piel de los
vertebrados a los capilares para su utilizacién en la respiracion celular. La
velocidad de difusion de una molécula como el O, a través de los tejidos varia
de manera inversa al cuadrado de la distancia que debe recorrer, por lo que la
difusion del mismo a través de un tejido cuyo grosor sea mayor a 1 mm es
demasiado lenta para sostener la vida. El desarrollo de moléculas
transportadoras de O, fue necesario para poder satisfacer las necesidades
metabdlicas contrarrestando la limitacion impuesta por la baja solubilidad del O,
en el agua (~10™ M bajo condiciones fisiolégicas). La sangre, que normalmente
contiene aproximadamente 150 gL”' de hemoglobina, puede transportar
concentraciones de O, tan altas como 0.01M, que es aproximadamente la
misma del aire.

La hemoglobina de los vertebrados es un tetramero formado por dos
pares de subunidades a y B, dispuestas simétricamente entorno a una cavidad
central en contacto con el solvente. Las cuatro cadenas se mantienen unidas por
interacciones no covalentes. Cada cadena tiene un grupo hemo, el cual
constituye el sitio de union al O,.

La molécula de hemoglobina es casi esférica, con un diametro aproximado de 55
A, y un peso molecular de 64,500 (Perutz, et al., 1998). Las cuatro cadenas
estan empaquetadas conjuntamente en una disposicion tetraédrica (Fig. 3). Los
grupos hemo estan localizados en unas oquedades cercanas al exterior de la
molécula, uno en cada subunidad. Los cuatro sitios de union al O, estan
separados. La distancia entre los dos grupos hemo mas cercanos es de 25 A.
Cada cadena o esta en contacto con las dos cadenas B, pero existen pocas
interacciones entre las dos cadenas a o las dos cadenas 3 entre si.

Las subunidades o estan compuestas de 141 residuos de aminoacidos,

mientras que las B contienen 146. Las cadenas o presentan 7 segmentos

16



helicoidales, mientras que las B presentan 8, interrumpidos en ambos casos, por

pequefos segmentos no helicoidales. (Fig 3).

Val E11

Figura 3. Estructura secundaria y terciaria de la hemoglobina en la que se muestra la
coordinacion con el grupo hemo. Se muestran la histidina proximal F8, unida al atomo de Fe, y
los residuos distales importantes (His E7, Val E11 y Tyr HC2) para las hemoglobinas de
mamiferos. M, V P denotan respectivamente los lados del hemo donde se ubican los metilos, los
vinilos y las cadenas laterales de propionato.

La unién del O; a la hemoglobina es cooperativa, lo que implica que la
fijacion de O, a dicha molécula, favorece nuevas adiciones de O; a la misma
molécula de hemoglobina. El AG de cooperatividad para esta reaccion, medida
bajo condiciones fisiolégicas es de 3.6 Kcal mol” (15 Kj mol')hemo™ (Perutz, et
al, 1998).
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La unién del Oz a la hemoglobina esta regulada ademas del mismo O; por la
concentracion de H*, CO; y fosfatos organicos tales como el 2,3 bifosfoglicerato
(BPG). Estos reguladores alteran la capacidad de unién del O a la hemoglobina,
enlazandose a centros de union distintos y distantes del sitio de union del O; a la

proteina.

EL HEMO

La capacidad de la hemoglobina para enlazar O;, depende de la
presencia de una unidad no polipeptidica, denominada grupo hemo. El lugar de
enlace al O, supone solamente una pequefia fraccion del volumen de cada
subunidad de la hemoglobina.

El hemo consta de una parte organica, la protoporfirina y de un atomo de

hierro (Fe) (Fig. 4). La protoporfirina esta formada por cuatro grupos pirrélicos.
Los cuatro pirroles estan unidos por medio de puentes metino para formar un
anillo tetrapirrélico. Al anillo tetrapirrélico estan enlazados cuatro metilos, dos
vinilos, y dos cadenas laterales de propionato. Estos sustituyentes pueden estar
dispuestos de quince maneras diferentes, pero solamente uno de estos
isémeros, denominado protoporfirina IX, esta presente en los sistemas
biolégicos.
El atomo de Fe esta ligado a los cuatro nitrégenos en el centro del anillo de la
porfirina (Fig. 5). El Fe puede formar otros dos enlaces, uno a cada lado del
plano del hemo, en la 52 y la 62 posicion de coordinacion. El atomo de Fe del
hemo puede estar en estado de oxidacién ferroso (+2) o férrico (+3). Las formas
correspondientes de la hemoglobina se denominan ferrohemoglobina y
ferrihemoglobina, respectivamente. La ferrihemoglobina también se denomina
metahemoglobina. Solamente la ferrohemoglobina, correspondiente a la forma
de oxidacién +2, puede captar O;.

En cada subunidad de la hemoglobina, el interior y el exterior estan bien
definidos. El interior consiste casi enteramente de residuos no polares como la
leL:cina, valina, metionina y fenilalanina. No hay cadenas laterales de acidos

glutamico y aspartico, glutamina, asparagina, lisina o arginina en el interior de la
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Figura 4. Grupo hemo. El atomo de Fe esta ligado a los cuatro nitrogenos en el centro del anillo
de la protoporfirina y puede formar dos enlaces mas, uno a cada lado del plano del hemo.

Histidina. k8 Histidina ET

e posicion de coordinacion
punto de enlace del O,

Figura 5. Modelo del grupo hemo. La 5% posicion de coordinacion esta ocupada por la histidina
proximal (F8), mientras que el sitio de unién al O, se encuentra del otro lado, cerca de la histidina
distal (E7).
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molécula. Los residuos que tienen a la vez parte polar y no polar, como la
treonina, la tirosina y el triptofano, estan orientados de tal forma, que sus
porciones apolares apuntan hacia el interior. Los Unicos residuos polares en el
interior de cada subunidad, son dos histidinas que tienen una funcién critica. El
exterior de cada subunidad contiene a la vez residuos polares y apolares.

El grupo hemo queda localizado en una oquedad dentro de cada subunidad. Las
cadenas laterales altamente polares de propionato del hemo se ubican en la
superficie de la molécula. A pH fisiolégico, los grupos carboxilo del propionato
estan ionizados. El resto del hemo queda en el interior, donde queda rodeado
por residuos apolares excepto por las dos histidinas. El atomo de Fe del hemo
esta directamente enlazado a una de estas histidinas (fig. 5). Esta histidina, que
ocupa la 52 posicion de coordinacién, se denomina histidina proximal. El atomo
de Fe queda alrededor de unos 0.3 A fuera del plano de la porfirina, del mismo
lado de la histidina F8. El centro de enlace al O; queda justamente del otro lado
del plano del hemo, en la 62 posicién de coordinaciéon. Un segundo residuo de
histidina (E7), denominada histidina distal, queda préximo al hemo. El atomo de
Fe del hemo presenta un contacto de van der Waals con esta histidina.

Los atomos de Fe en estado ferroso se combinan reversiblemente con el O;
para formar complejos dioxigenados, y en el proceso cambian de alto a bajo
spin.

El sitio de enlace con el O, supone solamente una pequefia fraccion del volumen
de cada subunidad de la hemoglobina. El intrincado plegamiento de la globina
corresponde al disefio fundamental de la naturaleza para un transportador de O,
ya que sitia al hemo en un entorno no polar que lo aisla de los otros grupos

hemo, y lo capacita para transportar O, de forma reversible.

LA UNION DEL O;A LA HEMOGLOBINA ES COOPERATIVA
Si definimos la funcion de saturacion fraccional, ¥, como la fraccion de

sitios ocupados,
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Y=%. [29]

El valor de Y puede tomar valores continuos entre cero y uno.

En 1910 Archibald Hill demostré que la curva obtenida de los datos de
oxigenacion de la hemoglobina describe una curva sigmoide que puede
ajustarse con la ecuacion que se deriva del equilibrio hipotético (Hill, 1910; Klotz,
2001):

Hb(02), 5 Hb+n0> [30]

Esta expresién da lugar a:

(PO,)

Y= ,
(PO)" + (P )

[31]

donde PO; es la presion parcial de Oy, y Psj es la presion parcial de Oz al 50%
de saturacion. La afinidad de la hemoglobina por el O, puede caracterizarse por
este parametro, ya que representa la concentracion de O, a la cual, el 50% de
los sitios estan ocupados (Y =0.5).

La transformada logaritmica de la ecuacion [31] da lugar a:

x o nlog[ 1;0 J el [32]

La ecuacion [32] se conoce como la ecuacion de Hill. Esta es una ecuacion
empirica, que describe fenomenolégicamente la saturacion, en este caso, de la
hemoglobina.

La pendiente de esta recta, (n), es el coeficiente de Hill. El valor de » aumenta
con el grado de cooperatividad, y para el caso de la Hb es aproximadamente 2.5
(Klotz, 2001).

Un valor de n=1 significa que las moléculas de ligando se unen a la molécula

receptora de manera independiente, mientras que un valor diferente de 1 indica
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la presencia de interacciones entre los sitios activos de moléculas multivalentes.
Cuando »>1, dichas interacciones son positivas, esto es, que la unién de una
molécula de ligando facilita la uniébn de una subsiguiente (aumenta la afinidad),
mientras que valores de » menores que 1 indican la presencia de interacciones
negativas entre los sitios. En este caso, la unién de un ligando disminuye la
afinidad de los sitios que quedan libres.

El significado tedrico del coeficiente de Hill se sigue discutiendo. Aun en el caso
de la hemoglobina, un sistema particularmente favorable para su aplicacién, las
mediciones experimentales dan un valor no integral para » que no concuerda
con la interpretacion clasica sobre la valencia de la proteina. Otras
interpretaciones lo utilizan como un indicador del numero de sitios
interactuantes, o bien, como un indice del grado de cooperatividad entre las
diferentes subunidades de la proteina en cuestion, ya que su valor aumenta en
proporcion directa a la cooperatividad y viceversa.

A pesar de la generalizada utilizacion de la ecuacion [31], la correlacion directa
de esta con resultados experimentales exige alcanzar la saturacion total del
receptor (Klotz, 2001), lo que no siempre es posible lograr experimentalmente.
Por otro lado, para receptores multivalentes, como es el caso de la hemoglobina,
la ecuacion [30] resulta una representacion demasiado simplista del sistema, ya
que como se ha mencionado, la unién del ligando ocurre generalmente en pasos
sucesivos, cada uno con una correspondiente constante de equilibrio, lo que a
su vez, obliga a considerar las constantes de afinidad de sitio y las
termodinamicas.

La unién cooperativa del O, a la hemoglobina hace que esta proteina sea un
transportador de O, muy eficiente. Las interacciones moleculares que se
generan como funciéon del grado de oxigenacion le permiten liberar 1.83 veces
mas O, del que podria liberar una molécula tetraédrica similar con cuatro sitios

independientes.

Otros factores afectan o regulan la unién y liberacién del O, a la hemoglobina.

La acidez estimula la liberacion de O,. Dentro de los margenes fisioldgicos, una
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disminucion del pH cambia la curva de disociacion del O, hacia la derecha, es
decir, se reduce la afinidad por el O,. Al aumentar la concentracion de CO,, a pH
constante, la afinidad por el O, también disminuye. La presencia de niveles
elevados de CO;, y H" en los capilares de los tejidos metabdlicamente activos,
favorece la liberacién del O, de la hemoglobina. Cada molécula de hemoglobina
une un H* por cada dos moléculas de O; que se liberan, este intercambio desvia
el equilibrio de la reaccion entre el CO; y el H,0 en la direccién de HCO, lo que
promueve el transporte de CO; por el plasma sanguineo. Este importante
mecanismo para cubrir las elevadas necesidades de O; de los tejidos
metabdlicamente activos fue descubierto por Christian Bohr en 1904 (Klotz,
2001).

El efecto reciproco, descubierto diez afios mas tarde por John S. Haldane (Klotz,
2001), tiene lugar en los capilares de los alvéolos pulmonares. La elevada
concentraciéon de O, libera los H* y el CO; de la Hb, de la misma manera en que
las elevadas concentraciones de H* y de CO; liberan el O; en los tejidos activos.
Las relaciones entre la unién del O,, el H" y el CO; se conocen como efecto
Bohr.

La afinidad de la hemoglobina en los glébulos rojos por el O, es menor que la
afinidad de la hemoglobina en solucién libre. Reinhold Benesch y Ruth Benesch
(Benesch & Benesch, 1969) demostraron en 1967 que el 2,3-bifosfoglicerato
(BPG) se une a la hemoglobina y tiene un efecto sobre la afinidad por el O,. El
BPG se encuentra en los eritrocitos humanos y de muchas otras especies, a la
misma concentracion molar que la hemoglobina. En ausencia del BPG, el Pso de
la hemoglobina es de 1 torr, mientras que en su presencia, el Psq llega hasta 26
torrs. El BPG reduce hasta 26 veces la afinidad de la hemoglobina por el Oz lo
cual es esencial para favorecer la liberacién del O, en los capilares de los
tejidos. El BPG se une a la desoxihemoglobina, pero no a la oxihemoglobina.

En el caso de la hemoglobina fetal (Hb F), que se oxigena a expensas de la
hémoglobina adulta (Hb A) en la circulacién placentaria, la Hb F se une al BPG

con menor fuerza que la Hb A, lo que se refleja como una mayor afinidad por el
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O.. Ciertamente, en ausencia de BPG, las afinidades por el O, de ambas
hemoglobinas estan en orden inverso.

El BPG se une especificamente a la desoxiHb en la proporcion de un BPG por
cada tetramero. El BPG se une sobre el eje de simetria de la molécula de la
hemoglobina, en la cavidad central, donde las cuatro subunidades estan mas
proximas unas a otras (figura 6). El sitio de enlace para el BPG esta constituido
por 3 residuos cargados positivamente en cada cadena B: el grupo a-amino, la
lisina EF6 y la histidina H21. Estos grupos interaccionan con el BPG, que
presenta cuatro cargas negativas a pH fisiolégico. El BPG es complementario
estereoquimicamente a una constelacién de estos seis grupos positivamente
cargados en las cadenas B que quedan situadas en la cavidad central de la
molécula de hemoglobina (fig 6).

El BPG se enlaza mas debilmente a la Hb F que a la HB A porque el residuo

H21 en la HB F es una serina, en lugar de una histidina.

AFINIDAD Y ESTRUCTURA

Consideremos ahora la base estructural de los efectos alostéricos. La
hemoglobina puede disociarse en sus cadenas constitutivas. La cadena a por si
misma tiene una elevada afinidad por el Oz, una curva de asociacion hiperbdlica,
y caracteristicas de unién al O; independientes del pH, la concentracién de CO;
y del nivel de BPG. La cadena B aislada forma facilmente un tetramero, B4, que
se ha denominado hemoglobina H. Al igual que la cadena a y la mioglobina
(Mb), el tetramero B4 carece totalmente de las propiedades alostéricas de la
hemoglobina y tiene alta afinidad por el O,. Las propiedades alostéricas de la

hemoglobina son producto de la interaccion de subunidades diferentes.
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Figura 6. El sitio de unién al BPG esta en la cavidad central de la desoxihemoglobina. El BPG
interacciona con tres grupos positivamente cargados en cada cadena B. (Tomado de Perutz,
M.F., 1964, Scientific American, y Arnone, A., 1972, Nature).

La ecuacion [32] es valida solamente para la region comprendida en la parte
media de la curva de equilibrio sigmoide, que corresponde a la regién donde
n#1, y no considera la unién secuencial del ligando. Adair derivé posteriormente
una ecuacion exacta con cuatro constantes de asociacion A4,, conocidas como
las constantes de Adair (Adair, 1925), las cuales representan las constantes de
equilibrio para los cuatro pasos secuenciales de unién del O; a la hemoglobina:

[16(0,)] |16(0,),|
K - == K-} L= NI . 33
" lHblxpT T [HB(O,))x p [33]
etc., de tal forma que
" ({(lm2 +2K,K,PO,’ +3K,K,K,PO,’ +4K,K2K3K4P0;) [(34]

4ll + K, PO, + K,K,PO,” + K,K,K.PO," + K,K,K.K,PO," |
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La estructura cristalografica de la hemoglobina cambia notablemente con el
grado de oxigenacion. Los estudios cristalograficos por rayos X han demostrado
que la oxi y desoxihemoglobina difieren claramente en su estructura cuaternaria.
La molécula oxigenada es mas compacta, por lo que la distancia entre los
atomos de Fe decrece. Los cambios en las regiones de contacto entre las
subunidades a y B son de particular interés. Existen dos regiones de contacto
entre las cadenas o y 3. Uno de los tipos de contacto es el o184 (que es idéntico
al azf2), y el otro es el a4f; (idéntico al azB4). Durante la oxigenacion una pareja

de subunidades a1, (0 a2f2), gira con respecto a la otra pareja en un angulo de

Figura 7. La unién del O, produce el
movimiento de un par de subunidades
con respecto al otro. En el diagrama se
han superimpuesto los dimeros o4f4
oxigenado y libre. El dimero a8, ligado
al O, rota con respecto al libre en un
angulo de 12-15° hacia el eje P, y sufre
un desplazamiento sobre este mismo
eje (el cual es perpendicular a los ejes
de simetria Y y Q) de 1 A hacia abajo.
Las lineas continuas indican la
estructura cuaternaria de la
desoxihemoglobina, y las quebradas de
la oxihemoglobina.

12 a 15° (Fig 7), y algunos atomos de la interfase se desplazan hasta 6A.

La regiéon de contacto o4f, parece estar disefiada para actuar como un
interruptor entre dos estructuras alternativas. Las dos formas de ensamblaje de
la interfase a4f32 se estabilizan por enlaces de hidrégeno (Figura 8). El contacto
a2 se encuentra cercano a los grupos hemo de estas subunidades, por lo que
los cambios estructurales en esta region afectan directamente a los hemos. La
importancia del contacto a1B2 queda reforzada por el descubrimiento de que

muchos de los residuos en esta region son universales en todas las especies
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animales. Casi todas las mutaciones del contacto o4z disminuyen las
interacciones hemo-hemo, mientras que las mutaciones en el contacto a4 no lo

hacen.

ay a,

©

Oxigenacion
-

Forma T o

Figura 8. La interfase o413, cambia de la forma T a la R, en la oxigenacion. Esta interfase permite

a las dos subunidades deslizarse una con respecto a la otra.

En la estructura de la oxihemoglobina, el atomo de Fe de los grupos hemo tiene
ocupada la 62 posicion de coordinacién. Esta estructura es la misma, sin
importar la naturaleza del ligando que se una al hemo en esta 6° posicién, ni la
valencia y el spin del Fe (Perutz, et al., 1998). En la estructura de la desoxiHb,
los atomo de Fe de los grupo hemos tienen libre la 62 posicion de coordinacion,
estan en estado ferroso y con alto spin.

En la oxihemoglobina los residuos carboxilo-terminales de las cuatro cadenas
polipeptidicas tienen casi completa libertad de rotacion. En cambio, estos grupos
terminales estan inmovilizados en la desoxihemoglobina, (figura 9). En la
desoxihemoglobina, estos grupos, asi como los residuos C-terminales de las
cadenas laterales, participan en la formacion de enlaces salinos, que constituyen
interacciones electrostaticas que estabilizan la estructura molecular.

La desoxihemoglobina es una molécula tensa, mas contraida que la
oxihemoglobina, a causa de estos ocho enlaces salinos. Por esta razén, la
estructura cuaternaria de la desoxihemoglobina se ha denominado forma T
(tensa), mientras que la estructura de la oxihemoglobina se ha llamado forma R

(relajada). Las denominaciones R y T se utilizan universalmente para describir
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estructuras cuaternarias alternativas de las proteinas alostéricas, de modo que

la forma T es la de menor afinidad por el sustrato.
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Figura 9. Diagrama de los cambios en los puentes salinos de los residuos carboxilo terminal de
la estructura T tras la oxigenacién. La estructura T esta indicada por la letra D, designando el
estado desoxigenado, y la R por la letra O. Las subunidades unidas al ligando estan también

marcadas con la letra L.

En la hemoglobina, la afinidad por el O, de la estructura R es ligeramente mayor
que el promedio de las correspondientes subunidades o y p libres; mientras que
aquella de la estructura T es menor que esta por un factor equivalente a la
energia libre de cooperatividad (Perutz, et al., 1998).

Los cambios conformacionales discutidos con anterioridad, tienen lugar a
una cierta distancia del grupo hemo, pero en este centro también ocurren
cambios importantes. En la desoxihemoglobina, el atomo de Fe esta a unos 0.4
A fuera del plano del hemo por el lado de la histidina proximal, de manera que el
grupo hemo queda curvado en el mismo sentido. En la oxigenacién, el atomo de
Fe se introduce en el plano de la porfirina de modo que pueda formar un enlace
fuerte con el Oy, y el hemo se vuelve mas plano.

Al parecer, la introduccién del atomo de Fe en el plano del hemo favorece el
cambio de la estructura cuaternaria de la forma T a la R. Una cadena lateral
clave en la transmision del cambio estructural desde el hemo de una subunidad
a las otras subunidades, es la histidina proximal que es arrastrada por el atomo

de Fe en su desplazamiento. Este cambio en la histidina F8 provoca una
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alteracion de la estructura de la hélice F y los acodamientos EF y FG (figura10).
Estos cambios conformacionales se transmiten a la superficie externa de la
subunidad, ocasionando la ruptura de los enlaces salinos intercatenarios (fig 9).
En consecuencia, la oxigenacion desplaza el equilibrio entre las dos estructuras
cuaternarias hacia la forma R. Asi, un cambio conformacional dentro de una
subunidad debida a la oxigenacion, se traduce en cambios estructurales en la

interfase entre las subunidades.

Hélice F
\ ) A Figura 10. Cambios conformacionales
X ¥ L;; {( inducidos por el movimiento del atomo
\ 2O * - de Fe en la oxigenacién. La estructura
Val Swor o o His =% o oxigenada se representa en rojo y la
FG5 FG3 .~ F8

desoxigenada en azul. (Baldwin J. &

(]) Fe ; .
T T — Chotia C., 1979, J. Mol. Biol.).

En 1972, Perutz (Perutz, 1972; Perutz, et al, 1998) propuso que la interaccion
hemo-hemo, es decir, la cooperatividad, consiste en un cambio en la tension en
el hemo, que se produce por la transicion entre dos estructuras alternativas de la
globina. Perutz atribuyé la baja afinidad de la estructura T por el O; a la tensién
ejercida por las histidinas proximales, las cuales restringen el movimiento del
atomo de Fe de su posicion fuera del plano de la porfirina en la
desoxihemoglobina a su posicion en el plano en la oxihemoglobina. Estudios
recientes sobre la estructura de diversas hemoglobinas con bajo spin, unidas a
diferentes ligandos, han demostrado que la tensién generada en las
subunidades a es suficientemente fuerte para romper el enlace entre el atomo
de Fe y la histidina proximal. La ausencia de cooperatividad en hemoglobinas

mutadas, en las cuales, las histidinas proximales han sido substituidas por
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glicinas, y las cadenas laterales de dichas histidinas se han reemplazado por
grupos imidazol, han demostrado un papel esencial del enlace Fe-histidina, en la

transmision del movimiento del hemo al resto de la globina (Perutz, et al., 1998).

En el modelo propuesto por Perutz (Perutz et al.,, 1998), la oxigenaciéon no se
puede producir, a menos de que algunos de los 8 enlaces salinos se rompan, de
forma que el atomo de hierro pueda moverse hacia el plano del grupo hemo. El
numero de enlaces salinos que se necesita romper para enlazar una molécula
de O, depende de que esta sea la primera , la segunda, la tercera o la cuarta
que se une. Deben romperse mas enlaces salinos para permitir la entrada del
primer Oz que para los siguientes. Puesto que se requiere energia para romper
los enlaces salinos, la union del primer O, es menos favorable energéticamente
que la unién de las siguientes. En este esquema, la afinidad de la segunda y
tercera moléculas de O; es intermedia entre la primera y la ultima. Este
aumento secuencial de la afinidad por el O, justificaria la curva sigmoidal de

unién del O; que se observa experimentalmente.

REGULACION ALOSTERICA

La hemoglobina, exhibe tanto efectos homotrépicos como heterotropicos.
Como se ha mencionado, la uniéon del O resulta en un efecto homotropico
positivo al aumentar la afinidad, mientras que el BPG, CO,, H*, entre otros, son
efectores heterotropicos negativos, al disminuir la afinidad de la macromolécula
por el O,. Como se ha mencionado, la afinidad de la hemoglobina por el O;
parece depender directamente de su estructura cuaternaria. En general, los
efectos alostéricos resultan de interacciones entre las diferentes subunidades de
proteinas oligoméricas.
Aun cuando la hemoglobina no cataliza ninguna reaccién quimica, esta se une a
sus ligandos de la misma manera en que lo hace una enzima. Puesto que una
enzima no puede catalizar una reaccion sino hasta después de que se ha unido
a'su sustrato, la tasa o la velocidad catalitica de la enzima varia o depende

directamente de su afinidad por el sustrato. A continuacion se analizaran los dos



principales modelos sobre la regulacion alostérica, que en gran parte fueron

formulados para explicar la unién cooperativa del O; a la hemoglobina.

EL MODELO MWC O EL MODELO DE SIMETRIA

En 1965, la teoria alostérica inicialmente propuesta por Monod, Changeux
y Jacob (Monod, et al., 1963) fue formalizada en un modelo clasico por Jacques
Monod, Jeffries Wyman y Jean-Pierre Changeux, y es conocida como el modelo
MWC (Monod, et al., 1965).
El modelo MWC, también llamado modelo de simetria o modelo concertado,
sostiene que la cooperatividad observada en la union especifica de un sustrato a
una enzima, asi como la modificaciéon de la accion enzimatica por metabolitos
que no tienen una relacion estereoquimica aparente ni con el sustrato ni con el
producto de la reaccion de dicha enzima, puede observarse en proteinas que
estan constituidas por varias subunidades simétricamente arregladas. El modelo
plantea que la macromolécula puede existir en 2 o mas diferentes estados
conformacionales (2 estructuras cuaternarias diferentes). Estas estructuras
pueden diferir en el arreglo de las subunidades que componen al oligomero, asi
como en el numero y la energia de los enlaces entre ellas. En una de estas
estructuras, las subunidades estan constrenidas por fuertes enlaces que pueden
resistir los cambios terciarios necesarios para la wunién del sustrato.
Denominaron a esta estructura “T” debido a que estos enlaces la vuelven una
estructura tensa. En la otra configuracién, algunos de estos enlaces se han roto,
“relajando” la estructura, por lo que la llamaron “R”. En la transicion de una a
otra, la simetria de la molécula debe conservarse, de tal manera que la actividad
de todas las subunidades sea igualmente baja o igualmente alta.
El modelo MWC propone que las enzimas alostéricas tienen la ventaja biolégica
de que no es necesaria ninguna interaccion directa entre el sustrato de la
proteina y un metabolito regulador que controle su actividad, porque este control
se lleva a cabo a través del cambio en la estructura misma de la proteina,
inaucido cuando esta se une a su efector especifico.
El modelo de simetria puede definirse por el siguiente conjunto de reglas:
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1.. Una proteina alostérica es un oligbmero de protdmeros que estan
simétricamente relacionados. En el caso de la hemoglobina, asumiremos que las
cuatro subunidades son funcionalmente idénticas.

2.. Cada protomero puede existir en por lo menos dos estados conformacionales
diferentes, designados T y R. La forma R tiene una mayor afinidad por el
sustrato que la forma T. Estos estados estan en equilibrio independientemente
de que el ligando esté unido o no al oligomero.

3.. El ligando puede unirse a un protbmero en cualquiera de sus
conformaciones. Solamente el cambio conformacional altera la afinidad del
protomero por el ligando.

4.la simetria molecular de la proteina debe conservarse durante el cambio
conformacional. De esta forma, los protémeros deben cambiar su conformacién
de manera concertada, lo que implica que la conformacién de cada protomero
esta limitada por sus asociaciones con el resto. En otras palabras, no pueden
existir oligomeros que simultaneamente contengan subunidades en estado R y
en estado T.

De manera general, para un ligando F y una proteina alostérica de valencia v,
las reglas antes mencionadas implican el siguiente equilibrio tanto para la
conversion conformacional de un estado a otro, como para la unién sucesiva de
los ligandos (figura 11).

Si establecemos la igualdad

T=TL;, y R=RL;, [35]

Entonces, el equilibrio puede representarse como

ToSR()
Ty+L ST, Ro+L SR,
T LT, Ri+L SR, (36]
Tn.]+L :;Tv Rn-l+L SRV
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En ausencia de sustrato, la relacion entre las concentraciones de los dos

estados, simbolizados como 7y y Ry respectivamente, esta dada por

[&,]

L es la constante alostérica que define la tasa de interconversion conformacional

entre los dos estados de |la proteina en ausencia de ligando.

La constante de afinidad intrinseca para el estado R, kg, que segun la regla 3, es
independiente del numero de ligandos unidos a la proteina en el estado R, esta
definida por

2

donde i=1,2,3,...v. La constante de afinidad de sitio, k7 para la union del ligando
al estado T se define de manera similar.
La fraccion de sitios ocupados o saturacién fraccional, en este caso esta dada

por la ecuacion,

P (R ]+2[R,)+ ...+ n[R )+ (1 ]+ 21, )+ ...+ H[T.)) [39]

n{(R ]+ [R ]+ [R D+ ([R]+ 1]+ (7))

Si se define
o= M [40]
k.‘(

donde a no refiere a ninguna de las subunidades de la hemoglobina, sino a la
concentracion normalizada de ligando, puede determinarse también la tasa o
razon de las afinidades intrinsecas relativas de los estados Ry T ( ¢ ),

- [41]

k,
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Utilizando la ecuacion [38] para sustituir [R,.;] por [R,], [R..2] por [R..;], etc., los
términos contenidos en el primer paréntesis del numerador de la ecuacién [39]

se reducen a

[Ro]{va+2v(v;])az+---+Wi?‘}=[}?0 {1+@+---+%} 2]
=[R, (1 +a)"

Utilizando las ecuaciones [37] y [41], se obtiene la ecuacién para la saturacion
fraccional como funcién de la concentracién de ligando libre.

v—1

al+a) ™ + Lea(l+ca)
Y= . :
(1+a) +L(1+ca)

[43]

De esta forma, el modelo plantea que en ausencia de sustrato, practicamente
todas las moléculas de la enzima se encontraran en el estado T (fig. 11). La
adicion del sustrato cambia el equilibrio conformacional a favor de la forma R,

puesto que el sustrato se une solo o principalmente a la forma R. Cuando el
sustrato se une al sitio activo en una subunidad en la conformaciéon R, esto
implica, segun el postulado basico del modelo, que el resto de las subunidades
deben estar también en el mismo estado conformacional. En otras palabras, las
transicion de T a R, o viceversa, esta coordinada. De aqui que la proporcion de
moléculas de proteina en la forma R aumenta progresivamente cada vez que se
anade mas sustrato, y por ello, la unién del sustrato es cooperativa. La teoria
plantea que en la saturacion, todas las moléculas de proteina se encuentran en

la forma R.



ks ks

Ry

R

Ra

R4

Figura 11. Especies y reacciones para una molécula tetramérica en el modelo de simetria. Los

cuadrados representan al estado T y los circulos al R.

Las interacciones heterotrépicas también son facilmente explicadas por este
modelo, asumiendo que cada subunidad (o protémero) tiene sitios activos
especificos e independientes para tres tipos de ligandos: el sustrato (F); un
activador (4), que se une solamente al estado R; y un inhibidor (/), que se une
unicamente al estado T. Los efectos de los activadores e inhibidores alostéricos,
pueden ser faciimente explicados por este modelo concertado. Un inhibidor
alostérico se une preferentemente a la forma T, mientras que un activador
alostérico se une con preferencia a la forma R. En consecuencia, un inhibidor
alostérico cambia el equilibrio conformacional RST hacia T, mientras que un
activador alostérico lo cambia hacia R. Estos efectos pueden expresarse de

forma cuantitativa por un cambio en la constante alostérica de equilibrio L. Un
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inhibidor alostérico aumenta L, mientras que un activador alostérico la
disminuye.

Si consideramos que el ligando se une solamente al estado R, (¢=0), lo anterior
se resume en la ecuacion general del modelo MWC, que describe tanto

interacciones homotrépicas como heterotropicas:

5 44
(1+a)"+M o

(1+7)

Donde a = [L]/krx como anteriormente; y, analogamente, = [IJ/k; , mientras que
y=[A]/ka.

Aun cuando este es un modelo sencillo, en un modelo de simetria mas realista y
algebraicamente mucho mas complicado, se considera que todos los ligandos
pueden unirse a ambas conformaciones del oligbmero. En estos modelos, tanto
los efectos homotropicos como los heterotropicos son explicados solamente bajo
el requerimiento de la conservaciéon de la simetria molecular, mas que sobre la

existencia de interacciones directas entre los ligandos.

EL MODELO SECUENCIAL

Aun cuando el modelo de simetria ajusta perfectamente bien las curvas
de fijacion del O; a la Hb y la saturacion de muchas otras enzimas, y provee de
un marco tedrico para su explicacion, existen algunas objeciones validas. Quizas
la primera y mas importante es la de que la simetria de una proteina multimérica
deba preservarse invariablemente en todas las proteinas y la imposibilidad de
tener conformaciones hibridas del tipo Rn-;T,. Adicionalmente, el modelo de
simetria solo permite interacciones homotrépicas positivas, sin embargo, no es
capaz de explicar las interacciones homotrépicas negativas.

Otro modelo clasico para explicar el mecanismo de las proteinas

alostéricas es el modelo secuencial, que fue desarrollado por Koshland,
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Figura 12. Formas alternativas de cambios conformacionales inducidos en las subunidades
como resultado de la union del ligando. S representa al ligando, y H las interacciones
hidrofébicas que mantienen unidas a las subunidades, y que no son alteradas por los cambios
conformacionales. + y -, representan interacciones electrostaticas o puentes de hidrogeno. En el
primer ejemplo, de arriba hacia abajo, los cambios conformacionales no provocan cambios netos
en las interacciones entre las subunidades. En este caso, las cargas electrostaticas estan
demasiado distantes entre si, por lo que no contribuyen a la estabilizacién de la estructura
cuaternaria. Las cargas distantes pueden ser neutralizadas por elementos del solvente. Kag=1
porque no hay cambios netos en la interaccién entre las subunidades. En la segunda linea, las
cargas + y — se encuentran a una distancia tal que el cambio en una subunidad por la unién del
sustrato estabiliza la estructura, sin que la subunidad libre sufra ninglin cambio conformacional.
En el tercer caso hay también una estabilizacién neta debido al efecto de las cargas
electrostaticas adyacentes, pero en este caso, la subunidad libre si sufre cambio en su
estructura. En el cuarto caso, el cambio en la subunidad vecina es esencialmente idéntico que el
inducido por el ligando en la subunidad unida a este, debido principalmente a la fuerte
interaccion de las cargas adyacentes. Finalmente, se muestra un ejemplo en el que la interaccion
entre las subunidades disminuye, debido a que la unidén del ligando induce cambios
conformacionales tales que aumentan la distancia entre los grupos cargados disminuyendo la

fuerza y estabilidad de dichas interacciones.
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Nemerthy y Filmer en 1966 (Koshland, et al.,). Este modelo se basa en la
hipétesis del ajuste inducido, que postula una interaccion flexible entre el ligando
y la proteina. En este esquema, la unién del ligando induce cambios
conformacionales locales en una subunidad de la proteina, los cuales afectan la
estabilidad y la estructura de las subunidades vecinas.

Cuando un ligando induce una distorsion conformacional en una enzima
multimérica, la estabilidad de las interacciones entre subunidades vecinas puede
aumentar, disminuir o permanecer igual (fig. 12). De esta forma, la unién de una
segunda molécula de ligando, no solo depende de los parametros esperados
para una proteina monomeérica, sino también de los cambios en las interacciones
entre las subunidades que componen al receptor. EI modelo secuencial plantea
estos efectos en términos de parametros moleculares para explicar la

cooperatividad.

Se considera la concentracion total de cada especie molecular presente con
respecto a la concertaciéon de oligémero libre, que en este caso, para facilitar los
calculos, ejemplificaremos con un dimero, al cual denominaremos A4,. La

constante de equilibrio para la reaccion:

(A2) (ABF)

estaria dada por el producto de la constante de equilibrio para el cambio
estructural (de la conformacidén 4 a la B), K43, multiplicada por la razéon de la
constante de afinidad en la configuracién B, versus aquella en la configuracidén
original (4), K,s’K44. Adicionalmente, debe incluirse un factor estadistico que

tome en cuenta el nimero de combinaciones o posibles formas del complejo RF,

dados i sitios unidos del total (v), (("J= vl ]

i ifv—i)!
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En este caso, por tratarse de un dimero, las posibles conformaciones
moleculares tras la unién del primer ligando son B-4 y A-B, mientras que existe
una sola forma de tener A4..

De esta manera, la constante de equilibrio para la reaccién en la ecuacion [45],

queda definida por:

K

— 2K, 5 K 15K o (F)

K.-tff [46]

donde el paréntesis denota la concentracién de ligando libre.

Si se repite el proceso para la unién de la segunda molécula de ligando,

FO+F: FlF [47]

la constante de equilibrio que se deriva es:

s KJABKHHKFH (F)
2KAH

K [48]

La funcion de saturacion fraccional puede entonces calcularse como

s 2K, K iy Ky (F) + 2K 3y Ky K iy (F)
1 ;o 2K!,-‘IHKA'B K}-}‘i (F) + Kﬁ‘!a‘iK#B Kf'h' (F)2

[49]

Comparando la ecuacion [48] con la [47], se observa que (después de corregir
por el correspondiente factor estadistico), la constante de afinidad para la union
de la segunda molécula de ligando, seria igual a la constante de afinidad de la
primera solamente si los términos que designan las interacciones entre las
subunidades son idénticos para ambos casos. Sin embargo, si Kzs/K4p €8 mayor
que K, 5/K44, 1a unién de la segunda molécula de ligando se facilitara debido a un

efecto cooperativo positivo, mientras que si Kpp/K s €s menor que K /K44, 1as
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interacciones generadas entre las subunidades por la unién del primer ligando
habran generado un efecto cooperativo negativo.

Calculos similares pueden obtenerse para otras especies moleculares
diméricas, asi como para oligobmeros multivalentes con conformaciones diversas.
En la tabla 1 se ilustran dos aspectos fundamentales del modelo secuencial. En
primer lugar, se trata de una aproximacion general aplicable a casos en los que
diversas conformaciones estan presentes. En segundo término, el modelo no
requiere de suposiciones a priori sobre las magnitudes o el grado de interaccion
entre las subunidades.

Si se define como estado de referencia a la proteina libre, y la interaccién entre
los protémeros, K,4=1, en el estado 4, entonces, la cooperatividad homotrépica
positiva se explica como una estabilizaciéon neta entre dos subunidades
adyacentes en la conformacion B con respecto a lo observado entre dos
conférmeros 4 o AB adyacentes (K,,=Ks=1, Kzp>1), lo que implica que la unién
de la segunda molécula de ligando ocurre con mayor afinidad que la primera.
Por el contrario, si Kzz<l, y K,..=K,3=1, entonces se habla de efectos
homotrépicos negativos.

Cuando no existe ningin cambio en la interaccion de las subunidades
(K44s=K.5=Kpp=1), lo que se obtiene es una curva de saturacién hiperbodlica
caracteristica de sitios activos independientes.

Como se mencioné anteriormente, este modelo puede extenderse a trimeros,
tetrameros y otros oligémeros con diferentes arreglos geométricos y para casos
en los que participa mas de un ligando (activadores, inhibidores, dos substratos)
(Koshland, et al., 1966). La fuerza de las interacciones entre los sitios activos
depende del grado de acoplamiento mecanico entre las subunidades de la
proteina. En el limite de este acoplamiento, los cambios conformacionales de las
subunidades pueden ser concertados, de tal manera que el oligdbmero puede
mantener su simetria, tal como propone el modelo de simetria. Sin embargo, con
un grado menor de acoplamiento, el cambio conformacional de la proteina
completa ocurriria de manera secuencial y como funciéon de la cantidad de

ligando unido. En esencia, el modelo secuencial plantea que la afinidad depende

40



de manera directa del numero de moléculas de ligando unidas, mientras que en
el modelo de simetria, la afinidad depende solo de la estructura cuaternaria de la
proteina.

Ahora bien, debido a que el grado de acoplamiento entre las subunidades de un
oligomero depende del arreglo de las mismas, esto es, de la simetria molecular,
en el modelo secuencial, la funciéon de saturacién tiene una forma algebraica
diferente dependiendo de la simetria de cada oligémero, lo que define las
posibles interacciones entre pares de subunidades vecinas.

En el caso de la hemoglobina, debe considerarse un tetramero tetraédrico en el
que cada subunidad interacciona con al menos dos de las tres subunidades
restantes, y en la que cada subunidad puede existir en dos conformaciones
diferentes (fig.13).

Debido a que la ecuacion de Adair (ec. [34]), depende también del numero de
subunidades en la proteina, el modelo secuencial se ha considerado como una
extension de este, al proveerlo de un mecanismo fisico para la racionalizacion

de los valores de las constantes de asociacidon microscopicas k;.

" Ac A8 AB, ABy By
No S % &3 &j —d
o | % % sd s
sz. % : (s)] s|s
s 36

Figura 13. Posibles especies moleculares para un modelo general que involucra cuatro
subunidades, dos posibles estados conformacionales para cada subunidad, y en el que el
ligando solo puede unirse a uno de los dos estados conformacionales. Las columnas indican las
especies con un numero idéntico de subunidades en la conformacion B, y los renglones agrupan

a las especies con el mismo numero de ligandos unidos.
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razon de la concentracion
Especie de la nueva especie con respecto a

Cambio estequiométrico formada (43)

O —

AF 2K;:4(F)

@
— O AB 2KK s
- @

= ABF 2K, 15K 45K1n(F)
- BC 2K unKoscKinc

= [P | 2K acKincKro(F)
" D CBF 2K, 45K 11cKpcKip(F)

|
=

2K 15K K i(F)

BF; K 145KsK 1n(F)

Tabla 1. Posibles especies moleculares para un dimero que sufre cambios conformacionales
inducidos por la unién de un ligando. La razén de la concentracién de cada especie molecular
con respecto a (4,) se calcula al multiplicar un factor estadistico determinado por las posibles
especies moleculares para el dimero en cada caso (2), el término energético que refiere al
cambio conformacional, (K, por ejemplo), y el cambio en la interaccién entre las subunidades
(por ejemplo Kx-. K,,=1 es usado como estado de referencia). La afinidad del ligando por una
conformacion especifica queda indicada en cada caso como Ky, K Y Kic, especificando
ademas la concentracion de ligando unido.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tradicionalmente, la distribucién de afinidades de los sitios activos de
poblaciones heterogéneas de receptores ha sido determinada a partir de las
isotermas de fijacion clasicas. Estas distribuciones son normalmente gaussianas
bajo el logaritmo de la afinidad, cuando se trata de poblaciones de receptores
con sitios idénticos e independientes, y se asocian a la distribucion de afinidades
de los sitios activos, por lo que se consideran tema de estudio de la mecanica
estadistica.

En este trabajo hemos derivado, también a partir de las isotermas de fijacion, las
distribuciones probabilisticas de las constantes termodinamicas. La importancia
de estas distribuciones radica en que pueden asociarse directamente a
cantidades medibles experimentalmente, y representan distribuciones de
afinidad por paso de fijacibn. Ademas, el promedio de las distribuciones
termodinamicas resulta ser la distribucion de mecanica estadistica de los sitios
para sistemas heterogéneos de receptores independientemente de si hay o no
cooperatividad (José &José, 1998).

Las isotermas que representan la union del ligando por cada paso de fijacion, ( 4
en el caso de la hemoglobina), pueden obtenerse a partir de sus respectivas
distribuciones termodinamicas. Estas a su vez, pueden derivarse de la isoterma
de fijacion obtenida experimentalmente.

Dado que las distribuciones termodinamicas estan directamente asociadas a
cantidades medibles experimentalmente, sera posible asociar a cada isoterma
su correspondiente distribucion termodinamica, y por consiguiente las
transiciones energéticas que se relacionan directamente con los eventos
funcionales medidos durante el proceso de fijacion de O, y CO a la
hemoglobina. Al relacionar esta informacion con los cambios en la energia libre
durante el proceso de saturacion, es posible obtener nueva informacion sobre la
ngturaleza de las especies intermediarias formadas durante la unién cooperativa

de estos ligandos a la hemoglobina.
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TEORIA

Las propiedades fisicoquimicas de un sistema se definen
termodinamicamente mediante un conjunto de variables microscopicas que
pueden ser medidas o cuantificadas experimentalmente (Fermi, 1936;
Schréedinger, 1946). Si una macromolécula es considerada como un sistema,
entonces sus variables observables reflejan las propiedades del sistema, y la
forma en la cual es afectada por fuerzas fisicas y quimicas. Una macromolécula
en presencia de multiples ligandos puede verse como un sistema existiendo en
un numero dado de diferentes estados energéticos, E,, E;,...,E,.

Cada estado de energia puede estar asociado a un estado

conformacional de la macromolécula, por ejemplo, un arreglo especifico de su
estructura secundaria, terciaria o cuaternaria. Adicionalmente, cada estado de
energia, E;, queda especificado por el numero de ligandos unidos a la
macromolécula, o bien por una configuracion o estado de ligacion particular.
Diferentes estados energéticos o mejor dicho configuraciones moleculares
pueden agruparse en el mismo nivel de energia, de acuerdo con su nivel o grado
de degeneracion.
De esta forma, si V' es el volumen de la macromolécula, cualquier estado de
energia puede describirse como E;(N,V), donde N representa el numero de
moléculas de ligando unidas al receptor o macromolécula, y el espectro de
valores de energia E,, E, .., E, denota los posibles estados de energia
accesibles al sistema, con valores especificados de Ny V.

Si el AG estandar entre las formas libre y unida de la macromolécula esta
dada por:

AG =G, -G, =-RTInK, [50]

donde X es la constante de equilibrio de la reaccion, entonces,
G,-G AG
K =exp| —/— [=exp| - — |.
p[ RT J p[ RT)

De esta manera, suponemos que el estado de ligacion especifica la energia libre

de la macromolécula.
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Para una molécula con un solo sitio activo, G, define al estado libre, y G, para el
estado cuyo unico sitio se encuentra unido al ligando. El grado de degeneracién
se obtiene a partir de las diferentes disposiciones en las cuales el ligando puede
unirse a los sitios activos sin alterar su nivel de energia libre para cada uno de
los posibles estados de ligacion. En este caso particular solo hay una
configuracion molecular posible para cada estado energético, (libre o unido), por
lo que la constante de equilibrio es suficiente para caracterizar la reaccion. Esta
es una consecuencia de la ley de acciéon de masas (Prigogine y Defay, 1954) a
través de la cual, el ligando se une al sitio activo del receptor de manera
especifica y saturable, de una manera que puede predecirse a partir del
conocimiento de la actividad o potencial quimico del ligando. La forma libre de la
macromolécula puede tomarse como referencia y sin pérdida de generalidad, y
suponer que Gy=0, por lo que la funcién de particion asumiria en este caso la

forma
Z=1+KL [51]

El nimero promedio de sitios unidos por molécula, r, se obtienen a partir de
derivar la funcién de particion con respecto a la concentracion de ligando libre

_dinZ KL

r= - [52]
dinL 1+KL

DISTRIBUCIONES DE AFINIDAD ESTEQUIOMETRICAS EN SISTEMAS
HETEROGENEOS DE RECEPTORES MULTIVALENTES

Asumamos ahora un sistema heterogéneo, que consiste de
subpoblaciones de receptores con diferentes afinidades, cuyos sitios activos no
presentan interacciones.
Al igual que en un sistema homogéneo, en este caso, las constantes

estequiométricas, K;, de cada subpoblacion estan relacionadas con la constante
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de afinidad intrinseca de los sitios, k£, mediante la expresion (Klotz, 1946), (Ec.
[24]),

e =(v_i+1]ksdjk. (53]

f .

1

Si k es una variable aleatoria, con una funcién de distribucién de probabilidad
N(k), entonces, la constante de equilibrio K;, que gobierna la unién del iésimo
ligando monovalente al receptor (i = 1....,v), tiene una funcion de distribucion de

probabilidad 7; dada por:

7,(K,)= [N(k)5(K, - d k)dk, [54]

Donde &.) es la funciéon delta de Dirac. Evaluando esta integral , se tiene que:
T,(Ki)=N(K,/d,)/d, . [55]

Aqui, la SAD se obtiene simplemente al reescalar la forma funcional de la sad.
Es importante notar, sin embargo, que el reescalamiento de los valores de KX, se
obtiene a través de los factores d. Para obtener N(k) en términos de todas las
T(K)'s nétese que, por ejemplo, si v=4 entonces, d,T,(dk)=N(k), d-T>(d>k)=N(k),
d;Ts(dsk)=N(k) vy  d,T,d4k)=N(k), por lo tanto,  N(k)=1/4/d,T(dk)
+doTo(dok)+dsTs(dsk)+dTy(dsk)].

De esta forma, para cualquier valor de v se tiene que
N(k)==YdT(K,), (56]
v i=l

donde K;=dk. Esta ecuacion establece que, en el caso de sistemas
multivalentes y heterogéneos de receptores, N(k) puede expresarse como el
promedio ponderado sobre todas las 7i(Ki)'s. notese que la ecuacion [56] es

valida cuando la funcién de distribucion de probabilidad es continua. Cuando
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esta ultima es discreta, la funcién delta de Dirac se reemplaza por la delta de

Kronecker.

Si Ki=d;’k, con i=1,2,...,v, y siendo 4/ una constante deterministica,
posiblemente diferente de 4, (dada en la ecuacion [53]), que toma en
consideracion las interacciones entre los diferentes sitios activos, entonces, las
ecuaciones [55] y [56] siguen siendo validas después de haber reemplazado d;
por d/. Mas aun, In(Ki)= In(d;’)+In(k), y una vez demostrado que la varianza de
In k existe, se tiene entonces que (José & José, 1998)

var(ln(k)) = var(in(K1)) = var(in(K2)) =...=var(In(k,)). [57]

La ecuacion [57] determina que bajo la transformada logaritmica de la afinidad,

la varianza, es invariante en la distribucion de afinidades.

DISTRIBUCIONES ESTEQUIOMETRICAS DE AFINIDAD DE LA
HEMOGLOBINA

Asumamos ahora que N¢k) es una distribucién continua, y que puede ser
evaluada utilizando un método de diferencias finitas (Hunston, 1975; Ninomiya &

Ferry, 1959; Ferry, 1970), que da como resultado la siguiente aproximacion:

r(aF)-r(Fa) a .[r(azF)—r(F az)]— 2[r(aF)-r(F a)]
2log,, a (a-1) 2log,, a ]

F=1/k

[58]

n(k) =

donde a es una constante arbitraria mayor que 1. En la practica se ha
establecido a= 1.585 (1,5,10); r y F quedan definidos como en la ecuacién [3].
Tanto N(k) como n(k) son equivalentes, y estan relacionadas mediante el cambio
de variable kd(log10 k)= 0.4343dk. Este método ha sido elegido porque permite
trabajar con distribuciones de formas arbitrarias de la sad (Scatchard, 1949). Las
dfstribuciones de afinidad microscopicas, 7i(Ki)'s pueden entonces construirse

utilizando la ecuacion [56].
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Para formular las SADs para el tetramero de hemoglobina, debemos
considerar las relaciones generales entre las constantes de afinidad intrinsecas
o de sitio (ks) y las estequiométricas (K;s). Las subunidades o y B de la
hemoglobina se ensamblan en un tetramero de tal manera que forman 2
contactos a3 que no son estructuralmente equivalentes, generando 10 posibles
estados diferentes de ligacion (figura 14). Estos estados definen la funcion de
particién independiente del modelo, representando la unién del ligando a los
cuatro grupos hemo de la hemoglobina de la siguiente manera (Di Cera, 1995;
Perrella & Di Cera, 1999):

Z =142k, +k, JF +[cogk? +20cay + ¢l Kuky + k3 [F? +20cougky +Coppky ek, F* +
Coupgk LK F?,

[59]
donde otra vez, F es la concentracion de ligando libre o, o presion parcial, en el
caso de ligandos gaseosos, k., y ks son las constantes de afinidad de las
subunidades a y £ cuando el resto de las mismas estan libres de ligando, cye,
capy C'apy Y Cpp SON las constantes de interaccion de segundo orden entre los
cuatro posibles pares de subunidades, c..p Y cops SON las constantes de
interaccion de tercer orden que involucran los dos posibles ftripletes, y
finalmente, c.qss €s la constante de interaccion de cuarto orden, que involucra a
todas las cadenas. Los valores de ¢ reflejan la presencia de interacciones
positivas (¢>1), negativas (c¢<1) o, no interacciones (c=1). Puesto que hay diez
posibles configuraciones en la ecuacién [59], una de las cuales se utiliza solo
como referencia, entonces, debiera de haber 9 reacciones independientes entre
los posibles intermediarios y por ende, un numero equivalente de constantes de

equilibrio independientes.
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Figura 14. Estados moleculares posibles para la interaccién de la hemoglobina con O, o CO (X).
La simetria del tetramero a402p4p2 reduce el nimero de posibles estados de ligaciéon de 16 a 10.

Bajo cada especie molecular se especifica la cadena unida al ligando.

La ecuacién [69] puede entonces usarse para evaluar r como:
olnZ |
r=— p
olnF
r puede también ser evaluado directamente de los datos experimentales de

[60]

fijacion de ligandos, o utilizar el formalismo de Adair (Adair, 1925), que toma en
cuenta los cuatro posibles estados de ligacion sin discriminar entre las diferentes
cadenas de la hemoglobina. En un proceso secuencial, solo una fraccion de
todas las posibles especies microscopicas para cada evento de fijacién, pueden
formarse. La descripcion sitio-especifica del proceso de unién del ligando a los
receptores de los cuatro hemos de la hemoglobina descrita en la ecuacién [59],
puede relacionarse con las cuatro constantes estequiométricas de Adair de la

siguiente manera:
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=ka+kﬂ

K1
2
K2 = 1 Caak; + 2(Caﬁ + C::ﬂ )kakﬂ +cﬁ.3k;
3 k, +k,
[61]
K3 3(c‘mﬁka +Cogp )kakﬁ

—— 3 ’ 7
Coak? +2(c y +cly ik y + k3

aaa

_ 2engklky

cmﬁ.kar + caﬂﬁk P

La distribucién de todos los estados intermedios de ligacion puede
también analizarse en términos de los modelos clasicos MWC y KNF (Monod et
al, 1965; Koshland et al., 1966), puesto que todos los modelos propuestos para
describir la cooperatividad en la hemoglobina pueden derivarse como casos
especiales de la ecuacion [59].

La funcion de particion para el modelo MWC es

. L(l +ka?-F)2 (1 + k»’""'Flz -:-I(l +kaRF)3 (1 + kmF)l | (62]

donde L es, como se describié anteriormente, la constante alosterica que refleja
la concentracidon de moléculas en el estado T con respecto a aquella en el
estado R en ausencia de ligando; k.r y k.k son las constantes de union a las
subnunidades o en los estados T y R respectivamente, y kg y kg son las
constantes analogas para las cadenas p.

Por su parte, la funcién de particion para el modelo KNF es

Z =142k, +k, )F +(cok? +dc ko +¢ k3 JF? +2(conk, +ppky ik ok FP +
cmc:ﬁcmkjk;F4

[63]
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donde k representa la afinidad intrinseca para cada una de las cadenas, y los
distintos valores de ¢ representan las constantes de interaccién entre pares de
subunidades.

En estos términos, los resultados obtenidos para los dos modelos pueden ser
comparados directamente ya que presentan el mismo numero de parametros
independientes.
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RESULTADOS

En la figura 15a se muestra la isoterma de fijacion calculada teéricamente

para la reaccién de un ligando monovalente con una poblacion homogénea de
receptores tetravalentes, en ausencia de interacciones los sitios activos. Las
figuras 15b y 15¢c muestran las correspondientes n(k) y SADs. Para simular una
molécula tetravalente que no presente interacciones entre los sitios activos,
utilizamos el valor reportado para la constante estequiométrica de Adair Kj,
reportada por Perrella y Di Cera (Perrella & Di Cera, 1999), para la reaccion de
la hemoglobina con CO. La ecuacién [53] fue posteriormente utilizada para
generar los restantes valores de K;. La distribuciéon n(k) (Fig.15b) se deriva de la
correspondiente isoterma (Fig. 15a) al estimar r a una serie de 4 diferentes
valores de F, como se indica en la ecuacion [58]. Las SADs fueron
posteriormente calculadas utilizando la ecuacién [56].
Noétese que en ausencia de interacciones entre los sitios, n(k) y las cuatro SADs
son normales bajo el logaritmo de F. En la figura 15c, las distribuciones estan
graficadas con sus respectivas escalas de absisas para ilustrar que n(k) es
proporcional al promedio de T;(Kj), T2(K2), T3(K3) y T4(Ks), como establece la
ecuacion [56]. Nétese que el rango de los valores de afinidad para T4(K;) es
mayor que el rango de valores de afinidad para T»(K3), y lo mismo pasa con
T3(K3) y T4(Ks). Esto implica que la concentracién molar de especies moleculares
con uno, dos o mas ligandos unidos no es la misma a diferentes rangos de
afinidad.

Debido a que la unién del CO a la hemoglobina es altamente cooperativa
y presenta una afinidad aun mayor que la del O, (Di Cera, 1995; Perrella & Di
Cera, 1999; Perrella et al, 1998), este representa un ligando ideal para poder
discriminar experimentalmente las propiedades cooperativas sitio-especificas de
la hemoglobina, las cuales son muy dificiles de estudiar utilizando al O, debido a
la elevada velocidad de la cinética de su disociacién (Olson et al., 1971).

| Utilizando los valores de las cuatro constantes de Adair para la unién

secuencial del CO a la hemoglobina reportadas por Perrella y Di Cera (Perrella &
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Figura 15. Isoterma de fijacién, sad y SAD correspondientes a un receptor con cuatro sitios
independientes que reacciona con un ligando monovalente. (a) Distribucion de frecuencias
acumuladas de la afinidad. (b) Distribucion teérica de la afinidad de los sitios activos (n(k)). (c)
Distribuciones de afinidad termodinamicas (7;(K)), correspondientes a cada paso de fijacion. (K,
=1.7, K,=28, K;= 1.3x10% K,= 1x10%).

Di Cera, 1999), se calculo la isoterma de fijacion que se muestra en la figura
16a. Como se observa en la figura 16b, cuando se consideran las interacciones
generadas entre los sitios activos por la unién del ligando, el patron de la
distribuciéon que se obtiene es muy diferente. Nétese que en este caso, tanto las
sad como las SADs son multimodales (Figs. 16b y 16c). Cada paso de fijacion
del ligando parece generar al menos 2 subpoblaciones claramente diferentes y
bien definidas, las cuales que se caracterizan porque presentan distintas

afinidades y frecuencias relativas. Una de estas subpoblaciones muestra alta
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afinidad, pero presenta una frecuencia relativa baja, mientras que la otra, se
caracteriza por presentar menor afinidad, pero mayor frecuencia. Una tercera
subpoblacién, que muestra la menor afinidad de todas, aparece truncada; sin
embargo, el resto de la curva puede obtenerse cuando en la simulacion, se
utilizan valores de concentracion de ligando libre, que exceden los valores
utilizados experimentalmente. Esta tercera subpoblacién tendria, al parecer, la
misma frecuencia relativa de aquella que presenta alta afinidad, lo que generaria
una distribucion tedrica trimodal y simétrica.

El analisis de la curva de union del CO a la hemoglobina en términos del
formalismo de Adair, involucra solamente 4 parametros independientes, en
contraste con los 9 de la descripcion sitio-especifica (Di Cera, 1995). De la
definicion de las constantes de Adair en la ecuacion [61], se deduce que
diferentes combinaciones de los 10 estados de ligacion de la hemoglobina,
pueden traducirse al mismo patrén de constantes secuenciales estequiométricas
y, por lo tanto a las mismas SAD.

La figura 17a muestra las distribuciones de frecuencias acumuladas teoricas, las
cuales representan isotermas de ligacion por paso de fijacién, que fueron
reconstruidas utilizando las ecuaciones [59] y [60], y los parametros sitio-
especificos publicados por Perrella y Di Cera (Perrella & Di Cera, 1999), para la
reaccion de la hemoglobina con CO. La figura 17b muestra las correspondientes
sad’s. Es interesante notar que tanto las sad's como las SAD’s parecen ser
trimodales, excepto para el primer paso de fijacién, el cual tiene una distribucién
unimodal y simétrica en el caso de la sad. Esto no es de sorprender, pues el
comportamiento del primer paso de fijacién, se parece mucho al observado en
ausencia de interacciones. En ambos casos, se trata de receptores homogéneos

con sitios activos independientes.
La curva de fijacién del CO a la hemoglobina reconstruida a partir de los datos

de Perrella y Di Cera (Perrella & Di Cera, 1999), pueden ajustarse muy bien
utilizando los modelos MWC y KNF (Fig. 18a y 18d). En ambos casos, las

54



isotermas de fijacion se obtuvieron por medio de la ecuacion [60], y las

correspondientes funciones de particion (ecs. [62] y [63]). Como se muestra en
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Figura 16. Isoterma de fijacién, sad y SADs correspondientes a la reaccion de la hemoglobina
con CO. (a) Distribucion de frecuencias acumuladas de la afinidad, que corresponde a la
isoterma de fijacién del ligando. (b) Distribucién de afinidad de los sitios activos (n(k)). (c)
Distribuciones de afinidad estequiométricas (Ti(Ki)), numeradas del 1 al 4 para indicar el
correspondientes paso de fijacién. Cada Ti(Ki) esta graficada versus el log Ki.

las figuras 18b-c y 18e-f, las sad y las SAD obtenidas en cada caso son también

multimodales y practicamente indistinguibles entre si. Sin embargo, en el modelo

55



MWC, las subpoblaciones con afinidad alta e intermedia, parecen estar mejor

definidas que en el modelo KNF.
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Figura 17. Isotermas tedricas y correspondientes sad’s para los cuatro pasos de fijacién
del CO a la hemoglobina. (a) Distribuciones de frecuencias acumuladas de las afinidades por
paso de fijacién. (b) n(Ki) tedricas. (k,=1.1, kg=2.3, Coq =49, Cup =Cap =16, Cg5=13, cw=2.4x103.
Capm1.1x10%, Caps=1.1x10%). En este caso se ha utilizado una sola escala para las absisas.
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Figura 18. Ajuste de la Isoterma de fijacién del CO a la hemoglobina con el modelo MWC (a), y
correspondientes (n(k)) (b) y (Ti(Ky)) (c). Ajuste de los datos con el modelo KNF (d), y
correspondientes (n(k)) (e) y (Ti(Ky) ().
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Usando datos experimentales tomados de Boeri (Boeri, 1962), fuimos
capaces de obtener la distribucion de probabilidades de las afinidades para la
reaccion de union de la hemoglobina con O,, a partir de datos experimentales.
La figura 19a muestra el ajuste de los datos experimentales, utilizando la

solucion de la ecuacién logistica

R

r=r+ 1+ }e—o'[p()gg'pSO) ' [64]

1

donde las mesetas inferior (r;), y superior (r;), establecen la minima y la maxima
saturacion posibles respectivamente, pO; es la presion parcial de Oz, p50 es la
presion parcial de O, al 50% de saturacién, y oy y determinan el rango y la
pendiente de la region lineal de la curva r versus pO,. En este caso n(k) y todas
las Ti(K;)’'s muestran distribuciones similares a aquellas en las figuras 16 y 18.
Solo dos de las modas estan bien definidas, y una tercera moda puede
observarse solo parcialmente. El resto de esta ultima parece detectarse solo a
valores de concentracion de ligando muy elevados, los cuales no se consideran
fisiolégicamente relevantes.

Este resultado parece indicar, que la cooperatividad positiva genera al menos
dos subpoblaciones diferentes tan pronto como dos de los cuatro sitios estén
ocupados (ver también figura 16b). Como se muestra en las figuras 16b y c, n(k)
y las Ti(Kj)'s nos permiten analizar en términos del numero de sitios unidos, el
tipo de especies moleculares que estan involucradas en la generacién de las
subpoblaciones observadas en n(k). Las figuras 19b y 19c muestran que la
primera moda de n(k) representa un estado molecular de alta afinidad,
compuesto por especies moleculares que tienen esencialmente uno o dos sitios
unidos. La segunda y mas frecuente subpoblacién en n(k) parece representar
una mezcla de especies moleculares a la que contribuyen con diferentes
frecuencias intermediarios con dos, tres y cuatro sitios ocupados, pero que no
incluye moléculas con un solo sitio unido al ligando. La tercera moda, pareceria

incluir solamente la region de moléculas con tres y cuatro ligandos unidos, pero
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como se ha sefialado anteriormente, esta tercera subpoblacién podria ser muy
dificil de detectar experimentalmente.
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Figura 19. Curva de saturaciéon de la hemoglobina como funcién de pO, (a). Datos
experimentales (e), ajuste no lineal (—). Correspondientes (n(%)), (b), y Ti(K) (c). o= 2.513, ¥y =
16,y R*=0.92.

La generacion de subpoblaciones heterogéneas en términos de su afinidad por
el O, o CO podria estar relacionada directamente con el papel fisiolégico de la
hemoglobina, puesto que esta molécula es capaz de reaccionar de acuerdo a las

condiciones del medio en el que se encuentra. Una de estas subpoblaciones
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podria estar funcionando como una especie de estado antena, el cual une las
primeras moléculas de ligando, induciendo el fendbmeno cooperativo. Este
estado antena apareceria bajo condiciones que promueven alta afinidad (ej. En
los pulmones, donde la pO; es lo suficientemente). La segunda subpoblacion,
que presenta una alta frecuencia podria encontrarse bajo una serie de
condiciones que generarian valores intermedios de afinidad, conduciendo
presumiblemente a un estado que una al ligando de manera estable,
funcionando como un, que podria relacionarse con la funcion de transporte de
O, de la hemoglobina. Un tercer estado molecular podria encontrarse bajo
condiciones que promueven la disociacion del O, de su transportador. Este
estado transitorio muestra una muy baja afinidad de tal manera que actia como

un liberador del ligando gaseoso.
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DISCUSION

En este trabajo hemos obtenido las sad y SADs para la caracterizacion de la
unién cooperativa de ligandos monovalentes gaseosos a la hemoglobina. Esta
caracterizacion nos provee de una nueva forma de analizar el efecto de las
interacciones entre los sitios activos, en términos de distribuciones de afinidad
que son continuas y no gaussianas. El método de diferencias finitas que hemos
utilizado para obtener n(k) es numéricamente simple y facilmente aplicable a
datos experimentales.

La multimodalidad observada tanto en las sad como en las SADs fue algo
inesperado y podria estar relacionada con la generacion de heterogeneidad
durante el proceso de fijacién de los ligandos, en el cual estan involucradas
interacciones positivas entre los diferentes sitios activos. Por mucho tiempo ha
sido reconocido que las interacciones negativas son en si mismas una fuente de
heterogeneidad que se genera durante el proceso de saturacién (José &
Larralde, 1982; José & José, 2001), pero la contribucion explicita de la
cooperatividad positiva a la forma de las sad y SAD’s no habia sido considerada.

Las constantes termodinamicas contienen la informacién necesaria para
analizar la estructura de los cambios generados por la unién del Oz y otros
ligandos a la hemoglobina, puesto que estas pueden relacionarse directamente
con el cambio en la energia libre molar (AG;, =-RT InKi) de la reaccion de un
deoxitetramero con un numero estequiométrico de moléculas de ligando,
correspondientes al numero de posibles grupos hemo unidos a este. Las 7i(Ki)'s
representan distribuciones termodinamicas de afinidad por paso de fijacion que
pueden relacionarse con cantidades que son experimentalmente medibles, en
contraste con las constantes afinidad de sitio, las cuales son variables
microscopicas de mecanica estadistica, que no pueden medirse directamente
(Klotz & Hunston, 1975; 1979). En este trabajo se ha mostrado que en ausencia
de interacciones entre los sitios, las sad y SAD’s son tanto unimodales como
simétricas; pero cuando interacciones positivas estan involucradas, las

correspondientes  distribuciones tedricas son todas multimodales. La
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cooperatividad positiva, produciria en teoria distribuciones simétricas si las
concentraciones de ligando se incrementan sistematicamente y no modifican la
varianza del /n Ki's. Sin embargo las distribuciones de afinidad obtenidas
directamente a partir de los datos, no parecen ser simétricas (fig. 19).

En principio, las constantes estequiométricas pueden considerar las
interacciones que se generan entre los sitios y permiten caracterizar un sistema
heterogéneo de ligando y receptores conforme ocurre el proceso de saturacion.
El tratamiento termodinamico asume que las interacciones positivas o negativas
entre los sitios, resultan en desviaciones de los valores esperados de K; (ver
ecuacion [53]), debido a un cambio en el factor estadistico (d;) y/o un cambio en
la constante de afinidad intrinseca en si.

El analisis de datos experimentales para la union del O, y/o el CO a la
hemoglobina muestra que en términos de distribuciones de afinidad, al menos
dos diferentes subpoblaciones son generadas durante la reaccién (figs. 16 y 19).
Una tercera subpoblacion, que se predice teéricamente, puede observarse solo
a concentraciones muy elevadas de ligando libre, probablemente fuera del rango
de valores fisiolégicos. La unién cooperativa del Oz a la hemoglobina asegura la
captura, transporte y liberacion de este ligando en un rango muy angosto de
valores de presion parcial de O,, que distingue a los pulmones (pO.~ 100
mmHg) del resto de los tejidos (pO2x 30-40 mmHg). Bajo estas condiciones, este
tercer estado molecular puede ser muy dificil de detectar experimentalmente.
Las distribuciones obtenidas reflejan diferentes estados moleculares como
funcion de cambios en la afinidad, que pueden estar relacionados con las
funciones moleculares de captura, transporte y liberacion de Oa.

De acuerdo con Mills et al. (Mills et al, 1976), la hemoglobina puede
presentar tres principales estados energéticos como funcion del grado de
oxigenacion, que corresponden a las especies moleculares (i) libre, (ii)
monoligada, y (iii) triple y cuadruplemente ligada. Nuestros resultados apoyan la
posibilidad de que un balance energético similar pudiera representar un
promedio sobre una distribuciéon de estados conformacionales que cambian

como funcion del estado de ligacion. El caso mas simple en este escenario
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podria representar al modelo de dos estados de Monod et al. (Monod et al,
1965).

Tanto las curvas de saturacion para los modelos MWC y KNF como sus

correspondientes n(k) y SADs, son practicamente indistinguibles entre si, asi
como las obtenidas directamente de la funcién de particion en la ecuacion [59].
Puesto que casa constante termodinamica K; representa un promedio de todas
las constantes de sitio k; particulares para conformar isémeros configuracionales
con i ligandos unidos, todas las combinaciones de los 9 posibles valores k; para
el tetramero de hemoglobina, que resulten en el mismo valor de K, podran
ajustar una isoterma de fijacion idéntica. De esta forma, un numero enorme de
conjuntos de 9 constantes k; pueden predecir una misma curva experimental,
puesto que la forma de dicha curva esta determinada Unicamente por las
potencias sucesivas de la concentracion de ligando (F). El ajuste numerico de
un conjunto de datos r como funcién de F, puede resolver de manera precisa
solamente los 4 parametros K; que mejor se ajusten, pero no puede proporcionar
valores Gnicos para las 9 constantes sitio-especificas.
Las Ti(Ki)s no parecen ser capaces de discriminar entre los diferentes modelos
de cooperatividad, puesto que las cuatro distribuciones de afinidad
termodinamicas obtenidas no ofrecen infamacién acerca de un Unico conjunto de
ki, y no pueden explicar mecanismos moleculares cuyas reglas involucren
propiedades especificas a nivel de estos microestados.

En la hemoglobina, el segundo paso de fijacion se caracteriza porque
tanto la sad como la SAD son multimodales. Esto podria indicar una especie de
umbral energético alrededor del segundo paso de fijacion, y es consistente con
resultados experimentales de Perrella y Di Cera (Perrella & Di Cera, 1999). Su
analisis de la distribucion de estados de ligacion intermedios, como funcion de la
saturacion revela una fuerte cooperatividad desde los dos primeros pasos de

fijacion.

A pesar de que no podemos asignar ninguna de las conformaciones T o R

a ninguna de las subpoblaciones obtenidas en este trabajo, la distribucion de
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afinidades que encontramos apoya el resultado de Ackers y sus asociados (Di
Cera, 1995; Ackers & Hazzard, 1993; Perutz, et al., 1998), quienes han utilizado
las funciones de Wyman (Wyman, 1964; Perutz et al., 1998) para predecir la
afinidad por el O, de todos los posibles estados de ligacién, a partir del estudio
de la disociacion de tetrameros en dimeros de hemoglobinas hibridas, en las
cuales una o mas de las subunidades contienen complejos Fe**CN", las cuales
se combinan con subunidades deoxigenadas, cuyos grupos hemo se encuentran
en estado ferroso (Ackers, 1993). Sus resultados muestran que los 10 posibles
microestados moleculares pueden distinguirse por tres diferentes constantes de
disociacion dimero-tetramero, las cuales corresponden a tres diferentes energias
libres. Ackers y su grupo, propone un codigo molecular para la hemoglobina, en
el que la transicion del estado T al R ocurre como resultado de combinaciones
sucesivas de hemos con O; que requieren almenos de un grupo hemo ligado en
cada dimero af.

Aun cuando el mecanismo del cédigo molecular propuesto por Ackers ha
sido cuestionado (Perutz et al., 1998), la busqueda de un intermediario estable
entre el estado T y R continua. Una tercera estructura cuaternaria ha sido
propuesta por diversos grupos para la hemoglobina (Silva et al., 1992; Perutz et
al.,, 1998). Esta estructura se relaciona con las conformaciones R y T mediante
la rotacioén y traslacion del dimero a1 en relacion al azB2, pero cuyos ejes de
movimiento son diferentes de aquellos que relacionan la transicion del estado T
al R. En esta ultima, un dimero a8 gira en relacion al otro 13.2°, mientras que
para el estado intermediario, que se ha denominado R2, este angulo de giro
tiene aproximadamente 10° mas del observado para R (Perutz et al., 1998). La
traslacion a lo largo de los contactos a4f1 y azf2 también es mayor que el
observado en la transicion de la estructura T a la R. Una estructura cuaternaria
muy similar a R2 ha sido reportada para la hemoglobina humana Hb Ypsilanti,
que resulta de la mutacion de la asparagina G1f por una tirosina (Smith et al.,
1991; Perutz et al., 1998). En un principio, la estructura R2 se relacioné con la
captura de protones que acompanan la oxigenacion a valores de pH menores a
6.0, lo cual se conoce como efecto Bohr acido o reverso; sin embargo, el analisis
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de la estructura tridimensional de la configuracion R2, no revela ningin grupo
ionizable capaz de captar protones en la transicién de T a R2 (Perutz et al.,
1998). Si el pKa del equilibrio R&>R2 coincidiera con la transicion del efecto Bohr
de alcalino a acido, entonces alrededor del 2% de la oxihemoglobina se
encontraria en la forma R2 a pH 7.4, pero esta fraccion podria aumentar
significativamente en el musculo metabdlicamente activo. Existe controversia en
torno a si la estructura R2 podria ser un intermediario en la transicion de la
estructura T a la R, o si se trata de una estructura a la que solo puede accederse
desde el estado R (Perutz et al., 1998). Existen otras evidencias de un posible
intermediario estructural en la transicion del estado T al R, pero estos
intermediarios tienen en general una vida media muy corta o son muy inestables
(Schumacher et al., 1995, Perutz, et al.,1998).

La distribucion de afinidades observada en el presente trabajo nos indica
que durante la oxigenacién existe una transicién entre al menos dos estados
energéticos de la molécula de hemoglobina. La posibilidad de que estos estados
puedan relacionarse con las configuraciones confomacionales conocidas, y que
la tercera moda observada en dichas distribuciones pueda estabilizarse por otros
métodos que afecten tanto la afinidad como las transiciones estructurales, (por

ejemplo la manipulacion del pH), debe explorarse por otros métodos.
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Abstract

The characterization of the stoichiometric and site-affinity distributions for the reaction of hemoglobin with O; and CO is
presented as an example of a multivalent receptor system which exhibits positive site-site interactions. The distributions of stoi-
chiometric constants, T;(K;)’s, are obtained assuming that the distribution of site constants, N (k), is known. The importance of these
distributions is that they can be directly related to quantities measured experimentally and that they represent affinity distributions
for each ligation step. In hemoglobin, positive site-site interactions generate both stoichiometric and site-affinity distributions with
complex and previously unrecognized multimodal patterns that are very different from the theoretical distributions obtained in the
absence of interactions. These distributions are related to the generation of heterogeneity during the ligand binding process. Ex-
perimental binding data show that these complex distributions can be related to the physiological functions of uptake, transport,

and release of gaseous ligands by hemoglobin.
© 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.
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Molecular biophysicists and biochemists have long
been intrigued by the concept of molecular codes for the
structure and function of biological macromolecules, in
which a set of rules translate the multiple combinations
of simple structural elements into a more complex phe-
nomenon of biological function. Considerable attention
has been devoted to characterizing the interactions by
which ligands and receptors, in this case, allosteric
proteins are in thermodynamic equilibrium.

Several methods have been developed to characterize
heterogeneous receptor populations in terms of affinity
distributions from binding data [1]. The general strategy
for characterizing heterogeneous receptor systems has
traditionally been to determine the probability density
function (pdf)' of affinities from the binding isotherms,
which represents a cumulative frequency distribution of
affinities. All these methods deal with site-affinity dis-

" Corresponding author. Fax: +52-5-622-3894,

E-mail address: jose@servidor.unam.mx (M.V. José).

' Abbreviations used: pdf, probability density function, sad, site-
affinity distribution; SAD, stoichiometric affinity distribution.

tributions (sad) in terms of the microscopic binding
constant usually denoted by k [2-5]. A complex reaction
can be described by assuming that there are different
types or classes of independent binding sites. Quantita-
tively, such a system will obey an equation of the form

. nkF
r=r(F)= — (1)
; T+ kF

where r is the ratio of the concentration of bound ligand
to the total concentration of the receptor, n; is the
number of sites in class i, and k; is the site binding
constant for the ith class. The total number of sites ny is
given by

=% "n. @
i=1

If the values of n; are displayed graphically as a
function of the logarithm of k, the result is the discrete
distribution or spectrum of site binding constants, which
can be used to characterize the reaction. Eq. (1) repre-
sents the Scatchard model for heterogeneous and non-
interacting binding sites [6].

0003-2697/03/$ - see front matter © 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

PII: §0003-2697(02)00530-4



M. del Mar Hernandez, M. V. José | Analytical Biochemistry 313 (2003) 226-233 227

We can replace the discrete distribution, n;(k;), with a
continuous one, N(k), without loss of generality [1,7],
since the continuous spectrum can be composed of very
narrow peaks, which closely simulate the discrete spec-
trum.

For such a system, Egs. (1) and (2) are replaced by

_ ® N(k)kF
F= vj; TS iF dk, (3)
with
v= /_m N(k) d(logk), (4)

where N (k) is the unknown site-affinity distribution, v is
the valence of the receptor and F is the free ligand
concentration. In this form, N(k) d(logk)/v represents
the probability that a site, selected at random, will have
an affinity between logk and logk + d(logk) on a re-
ceptor molecule. In other words, N (k) defines the affinity
spectrum as a continuous function of logk.

Several methods have been directed at finding exact
[8] or approximate solutions to this integral equation,
but these solutions (exact or approximate) rely on very
specific assumptions [9,10]. The logarithmic transform
of this isotherm will appear to be linear only for ho-
mogeneous and nearly normally distributed popula-
tions. For asymmetric cases, as in hemoglobin and other
molecules with site-site interactions, it will become
nonlinear at both low and high ligand concentrations.
As before, the binding reaction can be characterized by
evaluating N (k). The advantage is that it is no longer
necessary to assume a value for v.

Although in practice it is not possible to use an exact
solution for N(k), several approximation techniques are
available [1,7]. Recently a statistical approach to char-
acterizing the stoichiometric affinity distributions (SAD)
of heterogeneous receptor populations was developed
[3,11]. These thermodynamic distributions are marginal
densities which can be used to decompose a ligand
binding process into affinity distributions that corre-
spond to the sequential formation of receptor molecules
with one, two, or v binding sites.The importance of these
distributions is that they can be related to quantities
measured experimentally and that they represent affinity
distributions for each ligation step. Furthermore, they
can be applied to cases where there are positive and/or
negative site-site interactions.

Hemoglobin has been studied extensively as a classic
prototype for protein assemblies that undergo molecular
“switching” during their functional behavior. This
molecule has long served as a paradigm for cooperative
proteins [12,13]. In hemoglobin, as in many allosteric
proteins, the straightforward analysis of binding data is
complicated by site-site interactions generated during
the reaction. The highly cooperative nature of the O,
binding isotherm naturally suppresses the contributions

of the singly, doubly, and triply ligated species, making
it very difficult to discriminate models of cooperativity
[14-16]. It has long been recognized that the overall
shape of the O, binding curve is consistent with several
models of cooperativity [14], and does not provide
conclusive discrimination.

Since hemoglobin operates essentially as an equilib-
rium thermodynamic system in vivo, the problem of
delineating its structure—function relationships becomes
one of establishing relationships between changes in
thermodynamic and structural properties that accom-
pany the molecule’s functional cycle of oxygenation—
deoxygenation.

The goal of this paper is to obtain the sad and SADs
for the reaction of hemoglobin with CO and O; by
means of a finite difference method [7,17,18], which has
been shown to be useful for distributions of arbitrary
shape [1], such as those involving site-site interactions.
Although we present the case of hemoglobin, this is a
general method that can be used to analyze the ligand
binding of multivalent receptor systems showing posi-
tive, negative or no interactions.

Theory

Stoichiometric affinity distributions in heterogeneous
systems with multivalent receptors

Let us assume a heterogeneous system consisting of
subpopulations with different binding affinities, showing
no interactions. In this case, the stoichiometric constants
K; of each subpopulation are related to the site binding
constant k by [19]

K= (%)k = dk. (3)

If k is a random variable with pdf N(k), then the equi-
librium constant K; governing the binding of the ith

monovalent ligand to a receptor (i = 1,...,v) has a pdf
T; given by
TiK) = [ NOIK:~ k) a, ©)

where 4(-) is the Dirac delta function. Evaluating this
integral gives

Ti(Ki) = N(K;/d;)/d;. (7)

Here the SAD is obtained by simply rescaling the
functional form of the sad. Note that the rescaling of the
K; values is given by d; factors. To obtain N (k) in terms
of all the T(K;)’s note that, for example, if v = 4, then
diT\(dik) = N(k), drTy(dok) = N(k), dsTs(dsk) = N(k),
and d;Ty(d4k) = N(k); therefore, N(k) = 1/4[d\ T\(d\k)+
dy Ty (drk) + dsTs(dsk) + dyTy(dak)).
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Thus for any value of v we have
] v
Nk) =~ _dT(K), (8)
i=1

where K; = d;k. This equation states that in the case of
heterogeneous systems with multivalent receptors, N(k)
can be expressed as a weighted average over all the
T;(K;)’s. Note that Eq. (8) is valid when the pdf is con-
tinuous. When the pdf is discrete the Dirac delta func-
tion is replaced by the Kronecker delta.

If Ki=dk, i=1,2,...,v, with d/ a deterministic
constant, possibly different from the d; given in Eq. (5)
and that takes into account site-site interactions, then
Eqgs. (7) and (8) continue to hold after replacement of d;
with d/. Moreover, In(K;) = In(d!) + In(k), and provided
that variance of Ink exists, we have [3]

var(In(k)) = var(In(K1)) = var(In(K2)) = - - -
— var(in(K.)). o)

Eq. (9) states that under the logarithmic transfor-
mation of the affinity, the variance is an invariant of the
affinity distributions.

Stoichiometric affinity distributions of hemoglobin

Let us now assume that N (k) is a continuous distri-
bution. Then N(k) can be evaluated by a finite difference
method [7,17,18], which gives

_|r@F)=r(F/a)  a
n(k) = @ 1)y

2log,pa
[r(@®F) — r(Fa®)] - 2[r(aF) — r(F/a)]
2logpa

» (10)

F=1/k

where a is an arbitrary constant greater than 1 (a rea-
sonable compromise is a = 1.585 (1,5,10), and r and F
are defined as in Eq. (3). Both N(k) and n(k) are
equivalent and related by the change of variables
kd(log,, k) = 0.43434dk. This method is chosen because it
is suggested to work for an arbitrary shape of the sad [6].
The macroscopic affinity distributions, T;(K;)’s, can then
be simply constructed using Eq. (8).

To formulate the SADs for the hemoglobin tetramer,
we must consider the general relationships between the
stoichiometric and the site binding constants. The he-
moglobin subunits « and f assembled in a tetramer form
two structurally nonequivalent «f contacts and yield 10
possible ligation states. These states define the partition
function independent of the model, representing the
ligand binding to the four hemes of hemoglobin as
follows [16,20],

Z=142(k + k)F
+ [cukf + 2(0«5 4 6;5) kokp + ngkf,] F?
+ 2(Cm5kg + Cagﬁkg)kﬂkgp3 + Cu_gﬁk:kﬁ}?‘, (l l)

where F is the ligand concentration or partial pressure,
as in the case of a gaseous ligand, k, and kg are the
binding constants for the « and f subunits when all
other subunits are unligated, ¢y, Cap, Cyg, and cgp are the
second-order interaction constants between the four
possible pairs of chains, c,.s and c,gp are the third-order
interaction constants involving the two possible triplets
of chains, and ¢, is the fourth-order interaction
constant involving all chains. The ¢ values reflect the
presence of positive (¢ > 1), negative (¢ < 1) or no in-
teractions (¢ = 1). Since there are 10 possible configu-
rations in Eq. (11), 1 of which is used as reference, then
there must be 9 independent reactions among the
possible intermediates and an equivalent number of
independent equilibrium constants.
Eq. (11) can then be used to evaluate r as

_0InZ
P dlnF’

r can also be evaluated directly from the binding data or
by using the Adair formalism [21], which takes into
account the four possible ligation states without dis-
criminating between hemoglobin chains. In a stepwise
process, only a fraction of all the macroscopic species
can be formed for each binding event. The site-specific
description of ligand binding to the four hemes of he-
moglobin in Eq. (11) can be related to the four macro-
scopic Adair constants as follows:

(12)

k, + klg
=5

1 kai + z(cuﬁ + C’,p) kakﬁ + Cﬂﬁkﬁ
KD =~ ,

(13)

K3 — 3((:“&31'“ + Capp )k,kg

c,,k;‘: + Z(C,ﬂ + C;ﬂ)kakg + C_sﬁk%
K4 = 2cmﬁgk,kg

- Caa:ﬂka + C,,gﬂkﬂ ’

All the site and thermodynamic distributions and the
nonlinear fittings of the saturation curves were carried
out by using ad hoc programs developed in Matlab
version 5.3 and they are available upon request.

Results

In Fig. 1a, we show the theoretical binding isotherm
of a homogeneous population of a tetravalent receptor
in the absence of site-site interactions, which reacts with
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Fig. 1. Binding isotherm and corresponding sad and SADs of a homogeneous tetravalent receptor interacting with a monovalent ligand (CO) without
site-site interactions. (a) Cumulative frequency distribution of affinities. (b) Theoretical site-affinity distribution (n(k)). (c) Corresponding stoichi-
ometric distributions of affinities (7;(K;)’s) for every ligation step. (K; = 1.7, K3 = 28, K3 = 1.3 x 102, Ky = 1 x 10%).

a monovalent ligand. Figs. 1b and ¢ show the corre-
sponding n(k) and SADs. To simulate a tetravalent
molecule without site-site interactions, we used the re-
ported value for the stoichiometric Adair constant K, as
reported by Perrella and Di Cera [20], for the reaction of
hemoglobin with CO. Eq. (5) was then used to generate
the remaining K; values. The distribution n(k) (Fig. 1b)
is derived from the corresponding binding isotherm
(Fig. l1a) by estimating r at a series of four different
values of F, as indicated by Eq. (10). The SADs were
then calculated via Eq. (8).

Note that in the absence of site-site interactions, n(k)
and the four SADs are log-normal and they are similar
in shape. The distributions are plotted with their re-
spective abscissa scales to illustrate that n(k) is propor-
tional to an average of Ti(K;), T2(K3), T3(K3), and
T4(Ks) as stated in Eq. (8). Note that the range of affinity
values for 7j(K;) is higher than the range of affinity
values in which T>(K3) lies, and the same happens for
T3(K3) and T4(Ks). This means that the molar concen-
tration of molecular species with one, two, or more
bound ligands is not the same at different ranges of
affinities.

We used the four Adair constants of the sequential
binding of CO to hemoglobin as reported by Perrella

and Di Cera [20] to generate the binding isotherm in Fig.
2a. When site-site interactions are included, the distri-
bution pattern is very different. Note that in this case,
the sad and SADs are multimodal (Figs. 2b and c). Each
binding step seems to be generating at least two clearly
different and well-defined subpopulations, which are
characterized by different affinities and relative fre-
quency. One of these subpopulations shows high affin-
ity, but low relative frequency, while the other one is
characterized by lower affinity and higher frequency. A
third subpopulation, showing the lowest affinity, is
left-truncated; the rest of the curve may be obtained
when the ligand concentration used in the simulation
exceeds the experimental values, and it would have the
same relative frequency as the high-affinity subpopula-
tion, generating a theoretical symmetric trimodal affinity
distribution.

Analysis of the binding curve in terms of the Adair
formalism involves only four independent parameters,
as opposed to nine in the site-specific one [16]. It follows
from the definition of the Adair constants in Eq. (13),
that different combinations of the 10 ligated states of
hemoglobin can be translated into the same pattern of
stepwise macroscopic constants and, therefore, to the
same SAD.
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Fig. 2. Binding isotherm and corresponding sad and SADs of hemoglobin reacting with CO (a), Cumulative frequency distribution of affinities.
(b) Site-affinity distribution (n(k)). (c) Stoichiometric affinity distributions (numbered from 1 to 4) in which each T;(X;) is plotted versus log K;.

Fig. 3a shows the theoretical cumulative frequency
distributions, which represent the binding isotherms per
binding step reconstructed using Eqs. (11) and (12), and
the site-specific parameters published by Perrella and Di
Cera [20] for the reaction of hemoglobin with CO. Fig.
3b shows the corresponding sad’s. It is interesting to
notice that both the sad’s and the SADs appear to be
trimodal, except for the first ligation step, which is
normally distributed in the sad. This is not surprising,
since the behavior of the first ligation step closely re-
sembles the one observed in the absence of interactions.
In both cases, we are dealing with homogeneous and
independent binding sites.

Using experimental binding data taken from Boeri
([22], and references therein), we were able to obtain
the actual probability distribution of affinities for the
binding reaction of hemoglobin to O;. Fig. 4a shows the
fitting of the experimental data points using the general
solution of the logistic equation

+ rr—n
L B }!e'“(Poz.f'Pf‘m !

(14)
where the lower (r,) and upper (»,) plateaus establish
the minimal and maximal saturation, respectively; pO,
is the partial pressure of O,, p50 is the partial pressure
of O, at half saturation, and ¢ and y determine the
range and slope of the linear region of the mean r

versus pO, curve. In this case n(k) and all the T;(K;)’s
also show multimodal distributions similar to those in
Figs. 2 and 3. Only two of the modes are well defined,
and a third mode could be only partially observed. The
rest of this mode would be detected beyond saturating
values of ligand concentration, which are normally out
of the experimental observations for being considered
not physiologically relevant.

This result indicates that positive cooperativity gen-
erates at least two different subpopulations as soon as
two sites are ligated (see also Fig. 3b). As shown in Figs.
4b and c, n(k) and the T;(K;)’s allow us to analyze, in
terms of the number of ligated sites, the kind of molec-
ular species that are involved in generating the subpop-
ulations observed in n(k). Figs. 4b and c show that the
first mode of n(k) represents a molecular state with high
affinity, which is composed of molecular species having
essentially one or two bound sites. The second and more
frequent subpopulation in n(k) seems to be a mixed
subpopulation, representing molecular species having
primarily three bounded sites, but also two and even a
very small fraction of molecules having its four sites
bounded, but not molecules with only one site occupied.
The third mode would include the region of triply and
quadruply ligated molecules only, but as we have already
pointed out, this third subpopulation might be very
difficult to detect experimentally. The generation of
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Fig. 3. Binding isotherms for each ligation step of hemoglobin’s re-
action with CO, and corresponding sad’s. (a) Cumulative frequency
distributions of affinities per binding step, numbered according to step
of ligation. (b) Theoretical site-affinity distributions for each ligation
step (n(K) (kx = 1.1, kg =2.3, cou =149, cap=clp=16, cgp=13,
Canp = 2.4 X 102, capp = 1.1 x 103, Caapp = 1.1 % 10?). Note that here
we are using a single abscissa scale instead of four scales that were used
in Fig. 2.

heterogeneous subpopulations in terms of affinity for O,
or CO can be clearly related to the physiological role of
hemoglobin, since this molecule is able to react in ac-
cordance with the surrounding conditions. One of these
subpopulations might serve as a transient antenna state,
which binds the first ligand molecules, inducing cooper-
ativity. This antenna state would appear under condi-
tions promoting high affinity (e.g., in the lungs where the
pO; is high enough to achieve nearly total saturation).
The second subpopulation, which presents the highest
frequency, could be found under a series of conditions
that would generate intermediate values of affinities,
leading to a presumably tightly bound O, carrier, and
which may be related to the hemoglobin’s function of O;
transportation. It represents the carrier state. A third
molecular state could be found under conditions that

promote the dissociation of Oy from its carrier. This is a
transient state showing very low affinity and so acting as
a releaser of the gaseous ligand.

Discussion

In this paper we have obtained the sad and SADs for
characterizing the cooperative binding of hemoglobin
with a monovalent gaseous ligand. This characterization
provides a new way to analyze the effect of site-site in-
teractions in terms of continuous affinity distributions of
arbitrary shape. The finite difference method we have
used to obtain n(k) is numerically simple and easily
applicable to experimental data.

The multimodality observed in both the sad and the
SADs was unanticipated and could be related to the
generation of heterogeneity during the binding process
when positive site-site interactions are involved. It has
long been recognized that negative site-site interactions
are in themselves a source of affinity heterogeneity gen-
erated during the saturation process [2,11], but the ex-
plicit contribution of positive cooperativity to the shape
of the sad and SADs are considered here for the first
time.

The thermodynamic constants and their ratios reflect
the O,-driven structure changes that accompany the
saturation process, since they can be directly related to
the molar free energy (AG; = —RT InK;) of reacting a
deoxytetramer with a stoichiometric number of ligand
molecules corresponding to the possible number of li-
gated hemes. Because stoichiometric binding constants
do not refer to the particular site configurations within
the tetramer [23], the T;(K;)’s give a thermodynamic
probability distribution of affinities per binding step.
Moreover, the stoichiometric binding constants are
macroscopic thermodynamic entities which by definition
are experimentally measurable, in contrast to the site
constants, which are microscopic statistical mechanical
variables that cannot be measured directly [10,23]. 1t is
shown here that in the absence of site-site interactions,
the sad and SADs are both unimodal and symmetric;
but when positive site-site interactions are involved, the
corresponding theoretical distributions are all multi-
modal. Positive site-site interactions will, in theory,
produce symmetric distributions if ligand concentra-
tions are increased systematically and will not influence
the variance of InK]s. However, actual experimental
affinity distributions seem not to be symmetric (Fig. 4).

In principle, the stoichiometric constants can take
site-site interactions into account and they may provide
a way to characterize a heterogeneous binding system as
the saturation process occurs. The thermodynamic
stoichiometric treatment assumes that positive or
negative site-site interactions result in deviations from
expected values of K; (see Eq. (5)), because of a change
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in the statistical factor (d;) and/or a change in the site-
affinity constants.

The analysis of experimental data for the binding of
CO and/or O; to hemoglobin shows that in terms of af-
finity distributions, at least two different subpopulations
are generated during the reaction (Figs. 2-4). A third
subpopulation, which is predicted theoretically, can be
observed only at very high ligand concentrations, prob-
ably out of the physiological range. The cooperative
binding of O, ensures uptake, transport, and release of
this ligand over the comparatively narrow range
of partial O, pressures that distinguishes the lungs (pO; ~
100 mmHg) from the tissues (pO; ~ 30-40 mmHg). Un-
der these conditions, this third molecular state might be
very difficult to detect experimentally. The distributions
obtained reflect different molecular states as a function of
affinity changes that could be related to the molecular
functions of uptake, transport, and release of O;.

According to Mills et al. [24], three major energetic
states are apparently assumed by hemoglobin as a
function of oxygenation and correspond to (i) unligated,
(i) singly ligated, (iii) and triply and quadruply ligated
species. Our results support the possibility that a similar
energy balance could represent an average over a distri-
bution of conformational states that changes as a func-
tion of ligation. The simplest case in this scenario would
correspond to the two-state model of Monod et al. [15].

In hemoglobin, the second ligation step is character-
ized by multimodal sad and SAD. This could be indic-
ative of a switchover point around the second ligation
step, and it is consistent with results from Perrella and Di
Cera [20]. Their analysis of the distribution of CO-ligated
intermediates as a function of saturation reveals strong
cooperativity already in the first two ligation steps.

Although we cannot assign the T or R conformations
to any of the molecular subpopulations that are re-
ported here, the distributions of affinities that we found
support the result of Ackers and associates [16,26,25],
who used Wyman’s linkage relations to analyze the O;
affinities of all possible intermediate states of ligation in
hemoglobin. They showed that the 10 possible molecu-
lar microstates were distinguished by three different
tetramer—dimer dissociation constants, corresponding to
three different free energies. They proposed a molecular
code for hemoglobin’s cooperativity, with the T to R
transition occurring, not randomly, as successive hemes
combine with O, but requiring at least one heme to be
ligated on each «f-dimer.
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